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infizierte  Patienten.  Bei  einer  HBV  Infektion  werden  Nukleosid‐  und  Nukleotidanaloga 
verabreicht oder es wird mit Interferon‐α (IFN‐α) therapiert, wobei letzteres zu erheblichen 
Nebenwirkungen  führen  kann.  Nur  etwa  30  %  der  Patienten  sprechen  auf  die  derzeitig 
verfügbaren Therapieoptionen an. Im Falle einer HDV Infektion stellt eine IFN‐α Behandlung 
die  einzig  mögliche  Therapieform  dar,  der  Versuch  einer  Kombination  von  IFN‐α  mit 
Lamivudin,  Ribavirin  oder  Adefovir  blieb  erfolglos  und  die  Anzahl  der  auf  IFN‐α 
ansprechenden Patienten ist noch geringer als bei HBV Infizierten. Außerdem ist der genaue 
Wirkungsmechanismus des IFN‐α bei der HBV sowie der HDV Infektion bisher nicht bekannt. 
In der  vorliegenden Arbeit wurde der  Einfluss  von  IFN‐α und  IFN‐λ  auf die HBV und HDV 
Infektion sowie die Wechselwirkung der beiden Viren mit dem angeborenen  Immunsystem 
in  Zellkultursystemen,  welche  die  vollständige  HBV  und  HDV  Replikation  erlauben, 
untersucht. Es wurden  Faktoren  identifiziert, welche die Effizienz der  IFN‐Therapie positiv 
oder  negativ  beeinflussen.  Hierzu  zählen  Zeitpunkt  und  Dauer  der  Behandlung  oder  die 
Viruslast. Weiterhin konnte in dieser Arbeit bestätigt werden, dass HBV zumindest während 
der  frühen  Infektionsphase  keine  Marker  einer  Typ‐I  IFN  Antwort  induziert,  sondern 
vielmehr die Entstehung einer Immunantwort inhibiert und somit einer Erkennung durch das 





die  Expression der Hepatitis D Antigene nicht  genügt.  Experimente mit RIG‐I oder MDA‐5 
überexprimierenden  Zellen ergaben, dass diese beiden  zellulären  Sensoren  für  virale RNA 
wahrscheinlich nicht alleine  für die  Induktion der angeborenen  Immunantwort durch HDV 
verantwortlich  sind.  Des Weiteren  wurde  gezeigt,  dass  die  HBV  Infektion  nicht  nur  die 






Fusionsproteine  weitergeführt.  Hierbei  soll  das  fusionierte  IFN  durch  den  PräS‐




Infections with Hepatitis  B  and D  viruses  are  a  global  health  problem,  as more  than  350 




a  lot  of  side‐effects.  Only  about  30 %  of  all  patients  respond  to  the  presently  available 
therapeutic options. In case of HDV infections, IFN‐α is the only therapeutic option, attempts 
to  combine  IFN‐α with  Lamivudin, Ribavirin  or Adefovir  failed  to  enhance  the  number  of 
responding patients, that  is even  lower compared to HBV  infected patients. Moreover, the 
exact mechanism of action of  IFN‐α  in HBV or HDV  infection  is still unclear.  In the present 
work, the influence of IFN‐α and IFN‐λ on HBV and HDV infection as well as the interaction of 
the  two  viruses with  the  innate  immunity  has  been  analyzed  in  cell  culture  systems  that 
allow  the  full HBV and HDV  replication cycles. Factors have been  identified,  that  influence 
the efficacy of IFN‐therapy in a positive or negative manner, namely time‐point and duration 
of therapy or viral load. Furthermore, this work confirmed that HBV, at least during the early 
phase  of  infection,  does  not  induce  type‐I  IFN  response markers,  but  rather  inhibits  the 
onset of an immune response, thereby circumventing recognition by the immune system. It 
has been analyzed,  if one of  the HBV proteins  is exclusively  responsible  for  this  inhibition, 
what has not been the case.  
In  contrast, HDV  does  not  have  such mechanisms,  so  that  induction  of  antiviral markers 
could be detected after HDV  infection.  It has been demonstrated,  that HDV  replication  is 
necessary for induction of the innate immune system and that expression of the Hepatitis D 




mediated  induction  of  markers  of  the  innate  immune  system,  what  confirmed  the 
assumption  of  an  active  immune  response  inhibition  by  HBV.  In  the  reverse  case  HDV 
infection was sufficient to inhibit a subsequent HBV infection to at least 50 %. 

































































































































































































































































































































Hepatitis  ist  der  Überbegriff  für  eine  entzündliche  Erkrankung  der  Leber,  welche  durch 
toxische  Agenzien  (Medikamente,  Drogen,  Gifte),  Autoimmunreaktionen  oder 
Krankheitserreger  (Bakterien, Viren, Parasiten) hervorgerufen werden kann. Zu den viralen 







kann.  Der  Patient  gilt  als  chronisch  infiziert, wenn  seine  Infektion  nicht  innerhalb  von  6 
Monaten  ausheilen  konnte  (Beasley, Hwang  et  al.,  1981;Montalto,  Cervello  et  al.,  2002). 
Etwa  ein  Drittel  der Weltbevölkerung war  in  ihrem  Leben  bereits  einmal mit  dem  Virus 
infiziert  und  ca.  350  Millionen  Menschen  sind  chronische  Träger  des  Erregers  (WHO  I 
Hepatitis, 2013). Über 80 % der hepatozellulären Karzinome  (HCC),  lassen sich auf HBV als 
Ursache  zurückführen. Damit  stellen diese Tumore die  fünf‐häufigste Krebserkrankung dar 
und  sind  für  53  %  der  durch  Krebs  hervorgerufenen  Todesfälle  verantwortlich  (Beasley, 








Vorkommen der HBV‐Infektion  in den  so genannten Entwicklungsländern  ist auf nach wie 
vor  sehr  schlechte  Hygienebedingungen  sowie  die  perinatale Übertragungsweise  von  der 
Mutter auf  ihr Kind zurückzuführen, welche dort den häufigsten Verbreitungsweg darstellt. 
Hieraus entwickeln sich häufig chronische Infektionen, welche im weiteren Verlauf zu bis zu 
90  %  zur  Leberzirrhose  oder  zu  einem  HCC  führen  können  (WHO  I  Hepatitis,  2013;RKI 
Hepatitis  B,  2013).  Die  Übertragung  des  HBV  in  einem  Industrieland  wie  Deutschland 
hingegen  erfolgt  zumeist  parenteral  über  das  Blut  oder  andere  Körperflüssigkeiten  (RKI 
















2007)  abhängig.  Im  Gegensatz  zu  der  hohen  Chronifizierungsrate  bei  Neugeborenen,  für 
welche eine neonatale Toleranzbildung als Ursache vermutet wird (Chisari & Ferrari, 1995), 
verläuft die Infektion bei Jugendlichen und gesunden Erwachsenen zu 65 % asymptomatisch. 
Etwa  ein Drittel  entwickelt  eine  Leberentzündung, welche  vor  allem  durch  die Gelbsucht 
(Ikterus)  gekennzeichnet  ist.  Außerdem  können  dunkler  Urin,  Schnupfen,  extreme 
Müdigkeit, Übelkeit und Bauchschmerzen auftreten (Poovorawan, Chatchatee et al., 2002). 
Die Entzündung klingt  in den meisten Fällen nach einigen Wochen ab und die Erkrankung 











Zur  Vorbeugung  einer  HBV  Infektion  wird  (als  aktive  Immunisierung)  ein  Impfstoff 
verabreicht, welcher sich vom kleinen HBV Oberflächenprotein (HBs) oder der PräS‐Domäne 
des  großen HBV Oberflächenprotein  (HBl)  ableitet. Des Weiteren  besteht  die Möglichkeit 
einer  passiven  Immunisierung  mit  HBV‐spezifischen  Immunglobulinen  (HBIG),  welche 
überwiegend  gegen  das  HBs  Oberflächenprotein  gerichtet  sind.  Sie  wird  vor  allem  bei 
Neugeborenen  von  infizierten Müttern,  nach  Kontakt mit  kontaminiertem Material  oder 
nach  einer  Transplantation  als  Postexpositionsprophylaxe  verwendet.  Die  HBIG  können 
zusammen mit dem Vakzin verabreicht werden (CDC Division of Viral Hepatitis ‐ Hepatitis B 
Information For the Health Professional, 2013). 
Bei  einer  akuten HBV  Infektion werden  aus Mangel  an  spezifischen  kurativen  Substanzen 
sowie der hohen Selbstheilungsrate (90‐95 %) meist nur die Symptome behandelt. Bei einer 
chronischen Hepatitis B hingegen gibt es verschiedene Möglichkeiten die Entstehung einer 
Leberzirrhose  oder  eines  HCC  zu  verzögern  oder  im  besten  Fall  zu  verhindern.  Übliche 
Therapieoptionen sind zum Einen die Behandlung mit Nukleosid‐ und Nukleotidanaloga wie 
Lamivudin, Entecavir oder Tenofovir, welche die virale reverse Transkriptase inhibieren (vgl. 
Kapitel  1.2.6.).  Zum  Anderen  kann man  das  Immunsystem  durch  die  Verabreichung  von 
Interferon‐α  (IFN‐α)  stimulieren  (Ganem  &  Prince,  2004).  Jedoch  sprechen  nur  etwa  ein 
Drittel der Patienten auf eine  IFN‐α Therapie an und es  treten meist Nebenwirkungen wie 







ausgeprägten  Lebertropismus  [Hepar  (griech.)  =  Leber].  Die  Vertreter  der  Familie weisen 
eine hohe Wirtsspezifität auf, wodurch das HBV neben dem Menschen nur höhere Primaten 




sind  unter  den  Säugetieren  zu  finden, wohingegen  Avihepadnaviren  ausschließlich  Vögel 
infizieren.  Beispielhafte  Vertreter  sind  das  Murmeltier‐HBV  (WHBV)  und  das  Enten‐HBV 




















Domäne, welche  aus  226 Aminosäuren  (AS)  besteht  und  über welche  die  Proteine  in  die 
Lipidmembran  verankert  sind.  Das M‐Protein  hat  N‐Terminal  weitere  55  AS,  welche  die 
PräS2‐Domäne darstellen. Das L‐Protein hat zusätzlich, abhängig vom Genotyp,  weitere 108 
(Genotyp  D)  bis  119  (Genotyp  C)  AS,  die  PräS1‐Domäne.  Hieran  befindet  sich  der 





Darstellung  der  HBV‐Partikel.  Das  so 
genannte  „Dane  Partikel“  stellt  die 
infektiöse  Form  der HBV‐Partikel  dar, 
wohingegen  die  Sphären  und 
Filamente  nicht  infektiös  sind.  Die 
Lipidhülle  aller  drei  Partikelformen 
enthält  die  drei  Oberflächenproteine 
S,  M  und  L.  PräS1  (gelb),  PräS2 
(orange)  und  S  (rot)  sind  Domänen 
dieser  Oberflächenproteine  (vgl. 
Abbildung  1.3.).  Die  HBV  DNA 
(blau/rot) sowie die virale Polymerase 
(grün)  befinden  sich  im  Inneren  des 
aus Core‐Dimeren zusammengebauten 
Kapsids.  Abbildung  nach  S.  Seitz, 









PräS1‐Domäne  (gelb)  als  weitere  N‐terminale  Verlängerung  angefügt,  an  welcher  sich  außerdem  ein 
Myristoylrest befindet. Das Molekulargewicht der Proteine variiert abhängig vom Glykosylierungsstatus der S‐




Die  PräS1‐Domäne  des  L‐Proteins  trägt  zur  Bindung  des  Virus  an  zelluläre 
Glykosaminoglykane bei, was den ersten Schritt der Anheftung des Virus an die Hepatozyte 
darstellt  (Schulze,  Gripon  et  al.,  2007;Le,  Blanchet  et  al.,  2009)  Außerdem  hat  man 
herausgefunden, dass  sowohl  in  vitro als auch  in  vivo eine Vorbehandlung mit einem  von 
dieser  PräS1‐Domäne  abgeleiteten  Peptid,  welches  die  AS  2‐48  umfasst  und  eine  N‐
terminale  Acylierung  enthält,  die  HBV  Infektion  bereits  in  pikomolaren  Konzentrationen 
äußerst  effektiv  inhibiert  (Schulze,  Schieck  et  al.,  2010;Engelke, Mills  et  al.,  2006;Gripon, 
Cannie  et  al.,  2005;Petersen,  Dandri  et  al.,  2008).  Weiterhin  wird  das  Peptid  nach 
intravenöser  Injektion  in die Schwanzvene von Mäusen  innerhalb weniger Minuten  in der 
Leber angereichert, in anderen Organen ist es hingegen kaum nachweisbar (Schieck, Schulze 
et al., 2013). Dieses Peptid wurde synthetisch hergestellt, erhielt den Namen Myrcludex B® 
(MyrB)  und  befindet  sich  derzeit  in  klinischen  Phase  II  Studien  (Volz,  Allweiss  et  al., 
2013;Schieck, Muller  et  al.,  2010;Schulze,  Gripon  et  al.,  2007;Baumert, Meredith  et  al., 
2014).  Außerdem  habe  ich  im  Rahmen  meiner  Diplomarbeit  HBVpräS1‐IFN‐α 













komplette  genomische  Information. Der Plus‐Strang hat ein  variables 3´‐Ende und enthält 








ist. Dies ermöglicht  zusammen mit der Tatsache, dass  alle  regulatorischen Elemente  auch 














Die HBV Replikation  (Abbildung  1.5.) beginnt mit dem Eintritt des Virus  in die Wirtszelle, 
wozu  es  zunächst  eine  reversible  Bindung  mit  zellulären  Glykosaminoglykanen  (Schulze, 
Gripon et al., 2007;Le, Blanchet et al., 2009) eingeht. Hierauf  folgt die spezifische Bindung 
der PräS1‐Domäne an das Natrium‐Taurocholat‐Co‐transportierende Polypeptid (NTCP) (Yan, 
Zhong  et  al.,  2012;Ni,  Lempp  et  al.,  2013), woraufhin  es wahrscheinlich  durch  Rezeptor‐
vermittelte  Endozytose  in  die  Zelle  gelangt.  Intrazellulär  wird  nun  das  Nukleokapsid 
















[covalently  closed  circular  DNA  (engl.)]  ergänzt  (Seeger  & Mason,  2000;Kock  &  Schlicht, 
1993), wobei  die  Polymerase  sowie  das  RNA‐Cap  von  der DNA  getrennt,  der  Plus‐Strang 
komplementiert und schließlich beide Stränge  ligiert werden (Beck & Nassal, 2007;Levrero, 
Pollicino  et  al.,  2009).  Die  cccDNA  ist  mit  Histonen  und  weiteren  Proteinen  in  einer 
Chromatin‐ähnlichen  Struktur  komplexiert,  wodurch  sie  äußerst  stabil  ist  und  die  virale 




viralen  Proteine  erfolgt,  wobei  die  Oberflächenproteine  sowie  das  HBx‐Protein  von  der 















werden  und  die  Enkapsidierung  initiiert  wird.  Je  Nukleokapsid  wird  ein  pgRNA Molekül 
aufgenommen,  welches  dort  von  der  viralen  reversen  Transkriptase  zunächst  in Minus‐
Strang‐DNA  übersetzt  wird,  wobei  die  Polymerase  als  Protein‐Primer  dient  und  anhand 
welcher  schließlich  die  Synthese  einer  Plus‐Strang‐DNA  erfolgen  kann  (Wang  &  Seeger, 
1992). Die maturierten Kapside enthalten die rcDNA und werden entweder  in den Zellkern 
reimportiert, um erneut als Vorlage zur Synthese neuer RNAs zu dienen, oder gelangen zum 







Im  Jahre  1977  beschrieb Mario  Rizzetto  erstmals  ein  neues  Antigen  in  den  Seren  HBV 
infizierter Patienten, welches er für ein neues HBV Antigen hielt und es daher Delta‐Antigen 
nannte (Rizzetto, Canese et al., 1977). Drei Jahre später konnte es erfolgreich isoliert werden 
und es  stellte  sich heraus, dass es  sich um einen eigenständigen Erreger handelte, der als 
bisher Einziger Vertreter dem Genus Deltaviridae zugeordnet wurde (Rizzetto, Hoyer et al., 
1980). 
Die  Übertragung  des  HDV  erfolgt  zumeist  parenteral,  kontaminiertes  Blut  ist  der  größte 
Risikofaktor und gefährdete Personengruppen  sind vor allem Drogenabhängige und Bluter 
(Rizzetto,  Purcell  et  al.,  1980).  Zu  einem  geringeren  Prozentsatz  wie  bei  HBV  kann  es 
außerdem durch Sexualkontakt übertragen werden.  Infektionen sind weltweit beschrieben 
worden, wobei  sich  die  größten  Infektionsherde  im Mittelmeerraum,  in Westafrika,  dem 
Amazonas  und  dem Mittleren  Osten  befinden  (Abbildung  1.6.)  (Ponzetto,  Forzani  et  al., 
1985). 
Weltweit  sind aktuell  schätzungsweise 15 bis 25 Millionen Menschen  infiziert, wobei HDV 
nur Patienten  infizieren kann, welche außerdem mit dem HBV  infiziert  sind.   Es  ist ein  so 
genanntes Virusoid, welches zwar eine eigene Erbinformation trägt welche die  Information 
für die Transkription der Delta‐Antigene (HDAg) enthält,  jedoch keine eigenen Hüllproteine 
kodiert  und  die  des  HBV  benutzt.  Derzeit  sind  8  HDV  Genotypen  bekannt,  wobei  den 
Genotypen  1‐7  geographische  Präferenzen  zugeordnet  werden  können  (Le,  Gault  et  al., 
2006;Wedemeyer & Manns,  2010)  (Abbildung  1.6.)  und  es  scheint,  als  verursachten  die 
verschiedenen Genotypen ein Krankheitsbild unterschiedlicher Schwere (Casey, Brown et al., 
1993;Wu, Choo et al., 1995). Die akute Phase beginnt meist 3‐7 Wochen nach der Infektion 






infizierter  Patient  zusätzlich  eine HDV  Infektion  erleidet,  liegt  bei  ca.  75 %  (Wedemeyer, 
Yurdaydin  et  al.,  2011).  HBV‐HDV  Co‐infizierte  Patienten,  welche  mit  beiden  Viren 
gleichzeitig  infiziert wurden,    entwickeln  ‐  analog  zur  HBV  Infektion  ‐  nur  zu  1‐3 %  eine 




größer,  wobei  dies  eher  als  Folge  der  häufigeren  Leberzirrhose  und  nicht  als  direkte 
karzinogene Eigenschaft des HDV betrachtet wird (Beral V, Blum H et al., 1994). Ein weiterer 




Abbildung  1.6. Weltweite Verbreitung  von HDV  Infektionen, gemessen anhand des Vorkommens  von HDV 
Antikörpern in HBsAg positiven Patienten mit akuter oder chronischer Hepatitis. Die Prävalenz ist unterteilt in 




Die einzige derzeit verfügbare  therapeutische Option  ist eine  IFN‐α‐Therapie, welche aber 
wie  bereits  in  Kapitel  1.2.2.  beschrieben  erhebliche  Nebenwirkungen  verursachen  kann. 
Hinzu  kommt,  dass  der  prozentuale  Anteil  der  Patienten,  welche  auf  die  Therapie 
ansprechen noch geringer ist als bei einer HBV Infektion. Bei einer 12‐18 monatigen Therapie 
ist anschließend in nur etwa 25 % der Patienten die Serumkonzentration der HDV‐RNA unter 














und einen  sphärischen Aufbau.  Im  Inneren der viralen Partikel befindet  sich das  zirkuläre, 
einzelsträngige  RNA‐Genom,  welches  zusammen  mit  den  HDAg  einen 
Ribonukleoproteinkomplex bildet (Ryu, Netter et al., 1993). Es kodiert auch nur dieses eine 
Protein, welches  in zwei unterschiedlichen Formen von 24 Kilo‐Dalton (kDa) (kleines Delta‐
Antigen,  HDsAg)  oder  27  kDa  (großes  Delta‐Antigen,  HDlAg)  vorliegen  kann.  Das  HDlAg 







Oberflächenproteinen  und  zellulären  Lipiden  zusammengesetzten 
Hüllmembran befindet sich das RNA‐Genom des HDV, welches mit den 





umfasst  je  nach  Isolat  zwischen  1672  und  1679  Nukleotide  (nt).  Ungefähr  75  %  dieser 
Nukleotide  liegen  in  intramolekularer Basenpaarung vor, wodurch das Genom eine Stamm‐
ähnliche, doppelsträngige Form annimmt, welche ihm hohe Stabilität verleiht (Chen, Kalpana 
et al., 1986). Während der HDV RNA Replikation werden keine DNA‐Intermediate gebildet. 
Neben  dem Genom  findet man  in  infizierten  Zellen  außerdem  eine  antigenomische  RNA 
sowie  die  mRNA  für  das  HDAg.  Diese  drei  Nukleinsäuren  liegen  im  Verhältnis  500:50:1 
(Genom:Antigenom:mRNA)  vor  und  werden  von  der  zellulären  RNA‐Polymerase  II 
synthetisiert  (Chen,  Kalpana  et  al.,  1986;Chang,  Nie  et  al.,  2008).  Genomische  und 










exaktes  Antigenom  bestehen  jeweils  aus  einzelsträngiger, 
kovalent  geschlossener  RNA  und  enthalten  ein  Ribozym, 
dessen Schnittstellen durch die  roten Punkte gekennzeichnet 
sind. Das Antigenom enthält den ORF des HDAg, welches ein 








Dies  ist außergewöhnlich, da RNA Viren  in den meisten Fällen eine eigene Polymerase  für 
ihre  Replikation  kodieren.  Für  beide  Formen  des  HDAg  gibt  es  nur  eine mRNA,  welche 
zunächst das HDsAg kodiert. Dieses wird zur Replikation benötigt, da es die Bindung des HDV 
Genom an die Polymerase II vermittelt. 
Bei  der  Replikation werden  ebenfalls  durch  die  RNA‐Polymerase  II  zunächst  Antigenome 
gebildet.  Dies  geschieht  in  einem  dem  „rolling‐circle“  Mechanismus  der  Herpesviren 
ähnlichen  Prozess  (Abbildung  1.9.).  Es  entstehen  Konkatemere,  welche  durch  die 
autokatalytische Ribozymaktivität an einer spezifischen Sequenz  (nt 685/686 beim Genom, 
nt 901/902 beim Antigenom) geschnitten werden, sodass zunächst einzelsträngige,  lineare 
Antigenome  entstehen,  welche  dann  direkt  durch  zelluläre  Ligasen  wieder  zu  zirkulären 
Antigenomen ligiert werden, welche nun als Vorlage für die Transkription weiterer Genome 






durch  IFN‐α  induziert wird. Normalerweise  ist es Teil der angeborenen  Immunantwort und 
dafür zuständig, Adenosine in viraler dsRNA zu desaminieren, wodurch diese beschädigt wird 
(Hartwig,  Schutte  et  al.,  2006).  Sobald  das  HDlAg  exprimiert  ist  wirkt  es  als  dominant‐
negativer Regulator der Replikation und  leitet  somit die Verpackung der Genome  in neue 
Viruspartikel  ein.  Diese  Eigenschaft  wird  vor  allem  durch  die  Isoprenylierung  vermittelt 
(Glenn & White,  1991).  Solange  kein HBsAg  in  der  Zelle  vorhanden  ist,  befinden  sich  die 










Basenpaarung  der  HDV  RNA 
ermöglichen  es  der  zellulären DNA‐
abhängigen  RNA  Polymerase  II  die 
HDV  mRNA  sowie  multimere 
Antigenome  zu  synthetisieren. 
Zunächst  erfolgt  die  Synthese  der 
prä‐mRNA des HDsAg (1). Diese wird 
gecappt und polyadenyliert  (2). Das 
Genom  wird  in  Übergenom‐lange, 
lineare  antigenomische  RNAs 
transkribiert  (3).  Durch  Ribozym‐
vermittelte  Autohydrolyse  erfolgt 






Die  ersten  verfügbaren  Zellkulturmodelle  zur  Untersuchung  der  HBV  Replikation  waren 
transient oder  stabil  transfizierte Zellen  (z.B. HepG2.2.15 oder HepAD38). Hiermit wurden 
bisher die meisten Experimente zur Analyse der molekularen Mechanismen von antiviralen 
Medikamenten  durchgeführt  (Xiong,  Wang  et  al.,  2003;Li,  Yao  et  al.,  2008;Jaitovitch‐
Groisman,  Fotouhi‐Ardakani  et  al.,  2000).  Allerdings  unterstützen  diese 
Transfektionssysteme  nicht  alle  Schritte  der  HBV  und  HDV  Infektion.  Die  Replikation  in 
diesen Zellen erfolgt meist von einem Plasmid oder einer integrierten DNA, die HBV cccDNA 
kann sich in manchen Fällen jedoch zusätzlich bilden. 
Das gleiche gilt  für die Analyse der HDV Replikation, auch hier  verwendete man  zunächst 
transfizierte  Zellen,  wobei  es  bis  heute  keine  stabile  Zelllinie  gibt,  welche  HD  Virionen 
produziert. Dies  liegt  unter  anderem  daran,  dass  es  nicht  ausreicht,  das  virale Genom  zu 
transfizieren, da das Virus wie beschrieben die Hüllproteine des HBV benötigt, welche daher 
zusätzlich  zur Verfügung  gestellt werden müssen.  Im Gegensatz  dazu  gibt  es  aber  stabile 
Zelllinien, welche das HDV Genom tragen (Macnaughton, Gowans et al., 1990). 
Lange Zeit waren primäre humane Hepatozyten  (PHH) das einzige verfügbare authentische 
System,  welches  in  seiner  Verfügbarkeit  jedoch  sehr  begrenzt  ist  (Gripon,  Diot  et  al., 
1988;Gripon, Diot et al., 1993). Als alternative Systeme wurden und werden im Falle des HBV 









Infektion und HCC  stammt  (Gripon, Rumin et al., 2002). Diese Zellen  lassen  sich  in einem 
vierwöchigen  Prozess  in  Gallengang‐ähnliche  Zellen  sowie  hepatozytäre  Zellen 
differenzieren,  wobei  die  Hepatozyten  Inseln  bilden,  welche  von  den  Gallengangzellen 
umgeben sind. HBV und HDV können vor allem die hepatozytären Zellen an den Rändern der 
Inseln  infizieren, da sie nur über die basolaterale Membran  in die Zellen gelangen können 









Der  stark  begrenzte Wirtstropismus  von  HBV  hatte  zur  Folge,  dass  nur  Schimpansen  als 





Die  verschiedenen  im Tierreich  vorkommenden Hepatitis B Viren ermöglichten  jedoch die 
Untersuchung  verschiedener  Aspekte  der HBV‐Infektion  in  den  jeweiligen Wirtstieren.  So 





nicht HBV oder HDV  suszeptibel,  allerdings erlauben  sie die  virale Replikation, wobei hier 
kaum cccDNA gebildet wird. Es  ist möglich, die HBV oder HDV DNA hydrodynamisch  in die 
Schwanzvene von Mäusen  zu  injizieren, wobei hier die Replikation  in  immunkompetenten 
Mäusen etwa eine Woche lang detektierbar ist (Yang, Althage et al., 2002;Chang, Sigal et al., 






und  Virus  Produktion  bis  zu  3  Monate  stabil  ist,  bis  sie  vom  Immunsystem  der  Maus 
eliminiert wird  (Isogawa, Kakimi et al., 2005). Es gibt außerdem  transgene Mäuse, welche 







auf  einer  Maus  mit  dem  immundefizienten  Urokinase‐Typ  Transaktivator  (uPA/SCID), 
welcher  es  erlaubt,  gezielt  murine  Leberzellen  abzutöten,  welche  durch  transplantierte 
humanen  Zellen  ersetzt werden  können  (Meuleman &  Leroux‐Roels,  2008;Lutgehetmann, 
Volz  et  al.,  2010;Lutgehetmann,  Mancke  et  al.,  2012).  Vor  allem  Letzeres  eignet  sich 
ausgezeichnet,  um  Fragestellungen  bezüglich  der  angeborenen  Immunantwort  zu 





zu  unterscheiden  und  kann  daher  Eindringlinge  wie  Bakterien,  Parasiten  oder  Viren 
erkennen  und  beseitigen.  Weiterhin  kann  es  veränderte  körpereigene  Strukturen 
detektieren, was zur Verhinderung von Tumoren oder Autoimmunkrankheiten führt. Es setzt 
sich  aus  zwei  Teilen  zusammen,  der  angeborenen  sowie  der  erworbenen  Immunantwort, 








Abbildung  1.10.  Bestandteile  des  humanen 
Immunsystems.  Das  Immunsystem  kann  in  einen 
angeborenen  und  einen  erworbenen  Teil  untergliedert 






Die  angeborene  Immunantwort  ist  unspezifischer Natur.  Sie  ist  schnell  und  daher  zeitlich 




Immunantwort  (Janeway, Travers et al., 2001). Eine Gruppe  solcher Zytokine  sind die  IFN, 
welche in den nachfolgenden Kapiteln 1.5.1. bis 1.5.4.  detaillierter besprochen werden. 
Im  Gegensatz  dazu  basiert  die  erworbene  Immunität  auf  der  Erkennung  fremder 
Oberflächenstrukturen durch spezielle Immunzellen wie z.B. CD4+ oder CD8+ T‐Lymphozyten, 
welche eine Antikörperreaktion gegen genau diesen spezifischen Erreger zur Folge hat. Dies 
dauert  länger  als die  Induktion der  Entzündungsreaktion,  ist  aber  spezifisch  gegen diesen 
einen  Erreger  gerichtet.  Außerdem  werden  B‐Lymphozyten  gebildet,  welche  eine 
Gedächtnisfunktion  aufweisen  und  bei  einer  erneuten  Infektion  für  eine  äußerst  schnelle 




den  hämatopoetischen  Stammzellen  abstammen.  Sie  untergliedern  sich  in  ihrer weiteren 
Differenzierung  zunächst  in  eine  myeloide  und  eine  lymphoide  Zelllinie.  Aus  letzterer 






(APC)  darstellen, weitergegeben,  indem  sie  spezielle  Peptide  und  Strukturen  des  Erregers 
über  den Major‐Histocompatibility  Complex  II  (engl., Haupthistokompatibilitätskomplex  II, 
MHC‐II)  auf  ihrer  Oberfläche  präsentieren.  Dort  werden  diese  von  den  TH1‐  und  TH2‐
Helferzellen erkannt, welche dann die B‐ und T‐Lymphozyten aktivieren, welche daraufhin 




















Es  sind 12  verschiedene  IFN‐α bekannt welche meist nicht  glykosyliert  sind, einige  tragen 
jedoch  Kohlenhydratreste.  Kodiert  sind  sie  im  kurzen  Arm  des  Chromosoms  9  und  sie 
bestehen ausschließlich aus  Intron‐freien Sequenzen  (Samuel, 2001). Warum es eine solch 
große Vielfalt an Varianten gibt  ist bisher nicht bekannt. Man könnte vermuten, dass  jede 
IFN‐α  Spezies  ein  eigenes Aktivitätsprofil  inne  hält  (antiviral,  antiproliferativ,  Stimulierung 
der zytotoxischen Aktivität von NK‐ oder T‐Zellen), hierzu gibt es bisher jedoch keine Daten. 
Die  Proteinstruktur  umfasst  5  α‐Helices,  welche  durch  eine  längere  und  drei  kürzere 
Schleifen verbunden sind und in einer antiparallelen Anordnung vorliegen (Abbildung 1.11.) 
(Pestka, Krause et al., 2004). Der Kontakt von Leukozyten mit Viren oder dsRNA induziert die 
Expression der  IFN‐α.  Sie  sind  alle  als Monomer  aktiv  und  binden  an  den  IFN‐α‐Rezeptor 
(IFNAR),  welcher  sich  aus  den  Untereinheiten  IFNAR‐1  und  IFNAR‐2c  zusammensetzt, 
wodurch eine Signalkaskade induziert wird (vgl. Kapitel 1.5.4.) (Pestka, Krause et al., 2004).  
Weiterhin war  IFN‐α das erste  zugelassene Biotherapeutikum und ebnete  als  solches den 
Weg  für  viele weitere  (Fensterl &  Sen, 2009). Vor  allem ein  rekombinantes  IFN‐α Protein 
wird therapeutisch verwendet, das IFN‐α2b (Pestka, Krause et al., 2004). Klinisch kommt es 
nicht nur bei Hepatitis B und C Infektionen zum Einsatz, sondern auch zur Unterstützung des 
Immunsystems  in  der  Krebstherapie  oder  bei  HIV  Patienten.  Dieses  IFN‐α  wurde  in 
pegylierter Form  (PEG‐IFN‐α2b), wodurch der Wirkstoff  im Organismus deutlich  langsamer 
freigesetzt wird, auch  in dieser Arbeit  für die verschiedenen Experimente verwendet. Wie 







Abbildung 1.11. Struktur von  IFN‐α. Die 5  α‐Helices  sind über drei kürzere 









und  IFN‐λ3. Diese drei Proteine sind auch bekannt als  Interleukin‐29  (IL‐29),  IL‐28A und  IL‐
28B und sind auf dem Chromosom 19 des humanen Genoms  in  jeweils fünf Exons kodiert. 
Sie  unterscheiden  sich  von  den  Typ‐I  IFN  vor  allem  dadurch,  dass  sie  an  einen  anderen 
heterodimeren Rezeptor binden, welcher sich aus den beiden Untereinheiten IL‐28R1 und IL‐
10R2 zusammensetzt und hauptsächlich auf Epithelzellen exprimiert wird. Abgesehen davon 
gibt  es  jedoch  kaum Unterschiede,  sie  aktivieren  dieselben  intrazellulären  Signalkaskaden 
und teilen die gleichen biologischen Aktivitäten. Genau wie Typ‐I  IFN  induzieren die Typ  III 
IFN einen antiviralen Status in einer großen Vielfalt an Zellen (Donnelly & Kotenko, 2010). 
Auf Grund  der  Tatsache,  dass  IFN‐λ  die  gleichen  Signalwege wie  IFN‐α  aktiviert,  aber  an 
einen  anderen Rezeptor mit  unterschiedlichem  Expressionsprofil  bindet, wird  derzeit  sein 
therapeutischer Nutzen erprobt. Man erhofft  sich, dass es bei Patienten, welche nicht auf 
eine  IFN‐α  Therapie  ansprechen, eingesetzt werden  kann. Außerdem  verspricht man  sich, 







virale  Glykoproteine  oder  CpG‐reiche  DNA‐Sequenzen.  Diese  binden  an  die  zellulären 
„pattern  recognition  receptors“  (engl., Mustererkennungs‐Rezeptoren,  PRR)  (Tosi,  2005). 
Hierbei gibt es verschiedene Rezeptorfamilien wie z.B. die „Toll‐like“ Rezeptoren (engl., Toll‐
ähnliche  Rezeptoren,  TLR), wobei  es  sich  um  eine  Familie  von  Transmembranrezeptoren 
handelt. Verschiedene TLR sind  für die Erkennung verschiedener PAMP zuständig  (Ahmad‐
Nejad, Hacker et al., 2002). Eine weitere PRR Familie sind die „RIG‐I‐like“ Rezeptoren (engl., 
RIG‐I‐ähnliche  Rezeptoren,  RLR), wozu  neben  dem  namensgebenden  Vertreter  außerdem 
MDA‐5 und LGP‐2 gehören (Dixit & Kagan, 2013). Diese Rezeptorfamilie erkennt und bindet 
doppelsträngige RNA, welche meist viraler Natur ist. 
Hat  nun  ein  PAMP  an  einen  PRR  gebunden,  führt  dies  zu  einer  Signalkaskade, wodurch 
Transkriptionsfaktoren  wie  die  IFN  regulierten  Faktoren  (IRF)  IRF‐3  oder  IRF‐7  oder  der 
„nuclear  factor  kappa  B“  (engl.,  Kernfaktor  Kappa  B,  NFκB)  aktiviert werden  und  in  den 
Zellkern translozieren. Dort binden diese zunächst an die Promotoren von IFN‐α und IFN‐β, 
was  zur  Synthese  und  Sekretion  dieser  Zytokine  führt.  Sie  binden  dann  an  ihre 





Rezeptoruntereinheiten  konstitutiv mit  der  Tyrosin‐Kinase  2  (TyK‐2)  beziehungsweise  der 
Janus aktivierten Kinase 1 (JAK‐1) assoziiert sind. Die Bindung von Typ‐I oder Typ‐III  IFN an 
seinen  Rezeptor  aktiviert  diese  Kinasen,  welche  nun  die  Signal‐Transduktoren  und 
Aktivatoren  der  Transkription  (STAT)  STAT‐1  und  STAT‐2  phosphorylieren, wodurch  diese 
Homo‐  oder  Heterodimere  bilden  und  in  den  Zellkern  translozieren.  Dort  agieren  sie  als 
Transkriptionsfaktoren  und  induzieren  die  Expression  von  IFN  stimulierten  Genen  (ISG), 
welche  ein  „IFN‐stimulated  response  element“  (engl.,  IFN‐stimuliertes  Antwortelement, 
ISRE) enthalten (Holzinger, 2005;Stark, Kerr et al., 1998).  
Es  gibt  eine  große  Vielzahl  von  ISG,  welche  in  Folge  der  Bindung  von  IFN  an  die  Zelle 
induziert  werden,  wie  z.B.  die  2´5´‐Oligoadenylat‐Synthetase  (OAS),  die  RNase  L,  die 















MxA  wurde  zuerst  in  Influenza  resistenten  Mäusen  entdeckt  (Haller  &  Lindenmann, 
1974;Lindenmann,  1962).  Es  handelt  sich  um  eine  78  kDa  große  GTPase  der  Dynamin‐
Superfamilie, wobei  sich die GTP‐bindende Domäne am N‐Terminus des Proteins befindet 
und als essentiell für die virale Wirkung betrachtet wird. Die C‐terminale Domäne vermittelt 
die  Bindung  an  virale  Strukturen  (Ponten,  Sick  et  al.,  1997).  Die  MxA  Expression  wird 
hauptsächlich durch  IFN‐α, und – wie  in dieser Arbeit gezeigt werden  kann – durch  IFN‐λ 
induziert (Aebi, Fah et al., 1989). Seine Halbwertszeit liegt bei über 48 Stunden und es kann 
noch bis zu 2 Wochen nach einer  IFN  Injektion nachgewiesen werden  (Fah, Pavlovic et al., 




1.6. Frühere  Erkenntnisse  bezüglich  des  Einflusses  von  Interferon  auf  die  HBV  oder 
HDV Infektion 
Wie bereits  in Kapitel 1.4.1. erwähnt, gab es  lange Zeit kein Zellkultursystem, welches eine 
Untersuchung  des  kompletten  HBV  Replikationszyklus  ermöglichte.  Daher  stammen  die 
meisten  bisherigen  Daten  bezüglich  des  Einflusses  von  IFN  auf  die  HBV  und  auch  HDV 
Infektion aus Transfektionsexperimenten oder Versuchen mit verschiedenen Tiermodellen. 
So  wurde  gezeigt,  dass  IFN‐α  und  IFN‐β  die  Bildung  pgRNA  enthaltender  Kapside 
verhinderte,  wobei  der  zu  Grunde  liegende Mechanismus  bisher  ungeklärt  ist  (Wieland, 
Eustaquio  et  al.,  2005).  Außerdem  wurde  anhand  IFN‐α  behandelter,  stabil  HBc 
exprimierender HuH7 Zellen ein Einfluss des HBV Kapsid auf die Stimulierbarkeit der Zellen 
mit  IFN‐α postuliert  (Rosmorduc,  Sirma  et  al.,  1999). Weitere Veröffentlichungen  zeigten, 
dass  die  Expression  der  HBV  Polymerase  in  HuH7  oder  HepG2  Zellen  die  STAT‐1 
Phosphorylierung  inhibiert  (Chen, Wu  et  al.,  2013)  oder,  dass  das HBx  Protein  die  Virus‐
induzierte IRF‐3 Aktivierung inhibiert (Wang, Li et al., 2010).  
In Experimenten mit HBV infizierten Schimpansen konnte im Jahr 2004 gezeigt werden, dass 
HBV,  im Gegensatz zu zum Beispiel HCV,  in der frühen Phase der  Infektion keine Typ‐I  IFN‐
Antwort  induziert  (Wieland,  Thimme  et  al.,  2004).  Dies  konnte  bei  klinischen  Studien 
bestätigt werden  (Dunn,  Peppa  et  al.,  2009;Stacey, Norris  et  al.,  2009)  und  passt  zu  der 
Beobachtung, dass eine akute HBV Infektion oft asymptomatisch verläuft und keine Grippe‐
ähnlichen Symptome hervorruft (Bertoletti, Maini et al., 2010) (vgl. Kapitel 1.2.1.) Allerdings 
wurde  im  weiteren  Verlauf  der  Infektion  der  Schimpansen  eine  adaptive  T‐Zell  Antwort 
induziert,  bei  welcher  eine  Reihe  von  IFN‐γ  induzierten  Genen  aktiviert  wird.  Dies  trägt 
schließlich zur Klärung der Infektion bei (Wieland, Thimme et al., 2004). 












es  konträr  zu  der  oben  beschriebenen Hypothese,  dass  IFN  die  Kapside  bereits  vor  ihrer 
Fertigstellung destabilisiert (Wieland, Eustaquio et al., 2005). 
Experimente mit einer HBV  transgenen Mauslinie, welche ein 1.3‐faches  Integrat des HBV 
Genoms enthält ergaben, dass die  Induktion der Expression von  IFN‐α,  IFN‐β oder  IFN‐γ  in 
der  Leber  der  Mäuse  die  HBV  Replikation  reduziert  (Wieland,  Guidotti  et  al., 
2000;Dumortier, Schonig et al., 2005;McClary, Koch et al., 2000;Cavanaugh, Guidotti et al., 






der  Experimente  in  Schimpansen.  Sie  wird  allerdings  durch  eine  Publikation  der 
Arbeitsgruppe  von  F.  Zoulim  unterstützt,  in  welcher  gezeigt  wird,  dass  die  artifizielle 
Expression  von  HBV  in  HepaRG  Zellen,  aber  nicht  in  HepG2  Zellen,  eine  Immunantwort 
induziert (Lucifora, Durantel et al., 2010). Die Zellen wurden hierbei mit einem Baculovirus‐
Expressionsvektor,  welcher  zusätzlich  die  HBV  Sequenz  enthält,  transduziert.  Hierdurch 
wurde  eine  IFN  Antwort  in  HepaRG  Zellen  induziert,  welche  eine  nicht‐zytopatische 
Beseitigung der HBV‐DNA zur Folge hatte. 
Klinische Daten zeigten, dass die HBV Virämie unter  IFN‐α Therapie reduziert wird (Dooley, 
Davis  et  al.,  1986), wie  es  auch  für  die HBV  Expression  in  Zellkultur  der  Fall  ist  (Davis & 
Jansen,  1994). HBV  replizierende Hepatozyten  sind  außerdem weiterhin  IFN‐sensitiv, was 




Den Einfluss von  IFN‐λ auf die HBV  Infektion untersuchten Robek et al. zum ersten Mal  im 
Jahre 2005. Sie zeigten in weiteren Experimenten, dass IFN‐λ die Verpackung der HBV RNA in 
das  Nukleokapsid  inhibiert,  wobei  die  Gesamtmenge  an  HBV  RNA  unverändert  bleibt 
(Pagliaccetti, Chu et al., 2010). Klinische Daten gibt es hierzu bisher keine. Allerdings gab es 







Der Einfluss von  IFN auf die HDV  Infektion  ist deutlich weniger untersucht als der auf HBV. 
Hier ist eine Publikation aus dem Jahr 2011 nennenswert in welcher gezeigt wird, dass HDV 
die  Poly:IC  induzierte  IFN‐β  Produktion  inhibiert  (Han,  Nogusa  et  al.,  2011).  Hierzu 
verwendeten  die  Autoren  HEK293T  Zellen,  welche  das  HDsAg  unter  einem  Tetrazyklin‐
induzierbaren  Promotor  exprimieren  und  in  welche  außerdem  die  HDV  RNA  transfiziert 
wurde, wodurch diese Zelllinie nun HDV replizieren,  jedoch keine Viruspartikel produzieren 
kann.  Außerdem  konnten  sie  zeigen,  dass  IFN‐α  die  HDV  Replikation  in  infizierten  PHH 
inhibiert. Ob  IFN‐λ die HDV Replikation beeinflussen  kann,  ist bisher  so  gut wie  gar nicht 
untersucht worden. Die  einzige Notiz  hierüber  findet man  in  einem  aktuellen  Review,  in 
welchem  es  als  mögliche  Alternative  zu  einer  IFN‐α  Therapie  erwähnt  wird  (Ciancio  & 
Rizzetto, 2013). Weiterhin zeigt eine aktuelle Publikation, dass die Expression der HDAg  in 
HuH7  Zellen eine MxA Expression  induziert  (Williams, Brichler et  al., 2009).  In der  selben 






Infektion  untersucht  werden.  Hierfür  wurden  authentische  Zellkulturmodelle  eingesetzt, 
welche  die  vollständige  Infektion  und  Replikation  von HBV  und HDV  ermöglichten. Diese 
sollten  zunächst  bezüglich  ihrer  Sensitivität  gegenüber  IFN‐α  und  IFN‐λ  charakterisiert 
werden. Außerdem  sollte anhand dieser Systeme der Einfluss von  IFN‐α und  IFN‐λ auf die 
HBV und HDV  Infektion untersucht  sowie  Faktoren ermittelt werden, welche die Wirkung 
des IFN auf die virale Replikation beeinflussen.  





















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Bromphenolblau  0,2 g   0,2 % (w/v) 
EDTA, 0,5 M (pH 8)   12 ml   60 mM 
Glycerin   60 ml   60 % (v/v) 




Bromphenolblau   20 mg   0,1 mg/ml 
DTT   20 g   10 % (w/v) 
Glycerin   40 ml   20 % (v/v) 
Orange G   20 mg   0,1 mg/ml 
SDS   12 g   6 % (w/v) 





















































































Kaliumchlorid   2 g   27 mM 
KH2PO4   12 g   17,64 mM 
Na2HPO4*2H2O   17,81 g   100 mM 
































Tris   60,57 g   0,5 M 
In 800ml ddH2O lösen. pH mit HCl auf 6.8 einstellen. 
NaN3   0,1 g   0,01 % 
































































Natriumchlorid  175,3 g  3 M





Natriumchlorid   400 g   1,37 M 




































Glycin   5,86 g   39 mM 
Methanol   200 ml   10 % (v/v) 
SDS, 10 % (w/v)   7,5 ml   0,04  % 





Tris   181,71 g   1,5 M 
In 800ml ddH2O lösen. pH mit HCl auf 8.8 einstellen. 
NaN3   0,1 g   0,01 % 










SDS, 10 % (w/v)   50 ml  0,5 % (w/v)  



















Die  Kultivierung  der  Zelllinien  erfolgte  in  einem  Inkubator  bei  37  °C,  5 %  CO2  und  95 % 
relativer  Luftfeuchtigkeit.  Die  adhärenten  Zellen  wurden  in  T25,  T75  oder  T175 
Zellkulturflaschen  kultiviert.  Konfluent  gewachsene  Zellen  wurden  subkultiviert,  indem 
zunächst  das  Medium  abgesaugt,  die  Zellen  mit  1x  PBS  gewaschen  und  Trypsin‐EDTA 






Zum  einfrieren  wurden  Zellen  zunächst  mit  1x  PBS  gewaschen  und  mit  Trypsin‐EDTA 
abgelöst. Nach 2‐5 minütiger Inkubation bei RT wurde frisches serumhaltiges Medium dazu 
gegeben, wodurch die Protease  inaktiviert wurde, und die Zellen  für 5 min bei 1500 UpM 
pelletiert.  Anschließend  wurden  die  Zellen  in  Einfriermedium,  welches  zusätzlich  zum 
jeweiligen  Kultivierungsmedium  10 % DMSO  enthielt  aufgenommen  und  in  Cryoröhrchen 




UpM  pelletiert,  das  Medium  abgesaugt  und  frisches  Medium  zugegeben.  Anschließend 
wurden die Zellen in eine T25 oder T75 Flasche ausgesäht. 
 
2.2.1.3. Differenzierung  und  Kultivierung  der  HepaRG  Zellen  sowie  davon 
abgeleiteten Zelllinien 
HepaRG  Zellen  wurden  einmal  wöchentlich  in  einer  1:10  Verdünnung  passagiert.  Die 
Differenzierung der HepaRG Zellen erfolgte  in einem 4‐wöchigen Prozess, welcher sich aus 
zwei Phasen zusammensetzt. Eine Woche nach Aussaat  in einer 6‐, 12‐ oder 24‐Napf‐Platte 






DMSO  enthielt,  erfolgte. Nun wurde  über  einen  Zeitraum  von weiteren  2 Wochen  3 Mal 





HepaRG‐NTCP  sowie  die  davon  abgeleiteten  Zelllinien wurden  ebenfalls mit  einem  zwei‐
Phasen‐Prozess differenziert. Genau wie  in Kapitel 1.2.1.3 wurde eine Woche nach Aussaat 
das  Medium  erneuert.  Die  Zugabe  von  1,5  %  DMSO‐haltigem  Medium  erfolgte  jedoch 





Universität  Regensburg,  zur  Verfügung  gestellt.  Nach  der  Ankunft  der  Zellen  in  unserem 
Labor wurden  sie  in  Zellkulturmedium  resuspendiert  und  für  5 min  bei  500  g  pelletiert. 
Danach wurde das Zellpellet erneut resuspendiert und es wurden 6x105 Zellen je Napf einer 





im  Ergebnisteil  jeweils  angegebenen  IFN‐Konzentration  für  den  jeweils  angegebenen 
Zeitraum. Nach IFN‐Zugabe erfolgte kein weiterer Mediumwechsel (MW). 
 
2.2.1.7. HBV  Infektion  von HepaRG  Zellen,  davon  abgeleiteten  Zelllinien  und 
primären humanen Hepatozyten 
Zur HBV Infektion wurde ein Virusstock verwendet, welcher von HBV‐produzierenden Zellen 
(HepAD38  Zellen)  gewonnen wurde  und  entweder  PEG  gefällt  oder  Heparin  aufgereinigt 
war. Der Virusstock wurde  in  einer  1:20  bis  1:50 Verdünnung  in Differenzierungsmedium 
eingesetzt  und  dem  Infektionsansatz wurden  4 %  PEG  hinzugefügt. Nach  16‐18  stündiger 
Inkubation wurden die Zellen 3x mit 1x PBS gewaschen und erhielten anschließend frisches 






2.2.1.8. HDV  Infektion  von HepaRG  Zellen,  davon  abgeleiteten  Zelllinien  und 
primären humanen Hepatozyten 
Zur HDV  Infektion wurden  verschiedene  Patientensera  (freundlicher Weise  zur Verfügung 
gestellt  von  R.  Romeo  und D. Moradpour)  oder  ein  rekombinantes Virus  verwendet. Das 
rekominante Virus wurde aus Zellen gewonnen, welche mit den HBV Oberflächenproteinen L 
und S sowie dem HDV Genom  transfiziert wurden. Die Sera wurden gemischt und  in einer 
1:100  bis  1:250  Verdünnung  eingesetzt.  Das  rekombinante  Virus  wurde  in  einer  1:50 
Verdünnung  eingesetzt.  Dem  Protokoll  der  HBV  Infektion  entsprechend wurde  auch  hier 
dem  Infektionsansatz  4 %  PEG  hinzugefügt. Nach  16‐18  stündiger  Inkubation wurden  die 
Zellen  3x  mit  1x  PBS  gewaschen  und  erhielten  anschließend  frisches 









Die  HBV‐HDV  Super‐Infektionen  erfolgten  nach  den  in  Kapitel  2.2.1.7  und  2.2.1.8 





HepG2‐NTCP  oder  HuH7‐NTCP  Zellen  wurden  in  einer  12‐Napf‐Platte  in  einer  Dichte 




















Zur  Inhibition  der  HDV  Infektion  mit  den  HBVpräS1‐IFN‐α  Fusionsproteinen  wurden  die 




Zur  Produktion  der  Lentiviren  wurden  HEK293T  Zellen  verwendet.  Diese  wurden  mit  3 






25  µl  PEI  Arbeitslösung  in  475  µl  basalem Medium  verdünnt.  Die  beiden  Verdünnungen 
wurden  anschließend  zusammengegeben,  gut  gemischt  (Vortexer),  für  20  min  bei  RT 
inkubiert  und  tröpfchenweise  auf  die  Zellen  gegeben.  24  h  später  wurde  das  Medium 
gewechselt,  nach  weiteren  3  Tagen  wurde  der  die  Lentiviren  enthaltende 















2.2.1.16. Bestimmung  der  antiviralen  Aktivität  der  HBVpräS‐Fusionen  mit 
murinem IFN 
Zur  Bestimmung  der  biologischen  Aktivität  der  aufgereinigten  HBVpräS‐mIFN 
Fusionsproteine  wurde  im  Labor  von  Prof.  Dr.  R.  Zawatzky  ein  standardisierter 
Inhibitionsversuch  mit  der  murinen  Fibroblastenzelllinie  L929  nach  dem  dortigen 
Laborprotokoll durchgeführt.  
Es  wurden  1,5x104  Zellen  /  100  µl  /  Napf  einer  96‐Napf  Platte  über  Nacht  mit 
Verdünnungsreihen der Fusionsproteine inkubiert, am nächsten Tag gewaschen und mit 100 
µl  Maus‐Encephalitis  Virus  (EMCV)  infiziert  (MOI  =  0.1).  Nach  20  h,  wenn  auf  den 
unbehandelten  Kontrollen  ein  ausgeprägter  zytotoxischer  Effekt  zu  sehen  war,  wurde  1 
mg/ml  Methylthiazolyldiphenyl‐tetrazoliumbromide  (MTT)  zugegeben,  welches  von  den 
Mitochondrien  vitaler  Zellen  zu  einer  dunkelbraunen  Ablagerung  (MTT‐Formazan) 
verstoffwechselt wird. Es wurde weitere 4 h  inkubiert, anschließend das Medium entfernt 
und die Zellen mit 100 µl Lysepuffer (5 % SDS / 10 mM HCl / 50 % 2‐Propanol) lysiert, wobei 
das  gebildete  MTT‐Formazan  in  Lösung  ging.  Der  Virus‐vermittelte  zytopathische  Effekt 
wurde nun mittels eines ELISA Lesers bei einer Wellenlänge von 570nm quantifiziert. Eine 
Labor‐Einheit  entspricht  einer  internationalen  Einheit  (IE)  und  ist  definiert  als  die 
Konzentration,  welche  die  Virus‐vermittelte  Lyse  der  Zellen  zu  50  %  im  Vergleich  zur 
Kontrolle  inhibiert,  bei  welcher  die  Lyse  von  einer  laboreigenen  standardisierten  mIFN‐
Präparation komplett inhibiert wurde. 
 
2.2.1.17. Bestimmung  der  antiviralen  Aktivität  derHBVpräS‐Fusionen  mit 
humanem IFN 
Zur Bestimmung  der  biologischen Aktivität  der  aufgereinigten  PräS‐huIFN  Fusionsproteine 
wurde  im  Labor  von  Prof.  Dr.  R.  Zawatzky  ein  standardisierter  Inhibitionsversuch 
durchgeführt. Von den verwendeten humanen Lungenkarzinomzellen A549 wurden 1,5x104  
Zellen  /  100  µl  /  Napf  einer  96‐Napf  Platte  über  Nacht  mit  Verdünnungsreihen  der 
Fusionsproteine inkubiert, am nächsten Tag gewaschen und mit 100 µl EMCV infiziert (MOI = 
0.5).  Nach  26  bis  30  h,  wenn  auf  den  unbehandelten  Kontrollen  ein  ausgeprägter 
zytotoxischer  Effekt  zu  sehen war, wurden  die  Zellen mit  einer  2 %‐igen  Glutaraldehyd‐
Lösung für 3‐5 min fixiert. Die Fixierungslösung wurde dann entfernt, die Zellen mit ddH2O 
gewaschen  um  alle  lysierten  Zellreste  zu  entfernen  und  die  vom  IFN  geschützten  Zellen 
wurden mit  1 %  Kristallviolett  für  5 min  gefärbt. Nachdem  die  Zellen  erneut  gewaschen 
wurden, wurden  die  Platten  getrocknet  und  der  Farbstoff mit  einer  33  ‐%igen wässrigen 
Eisessig‐Lösung gelöst. Die OD der Eluate wurde mit einem ELISA Leser bei einer Wellenlänge 
von  570  nm  quantifiziert.  Eine  Labor‐Einheit  entspricht  einer  IE  und  ist  definiert  als  die 





Kontrolle  inhibiert,  bei  welcher  die  Lyse  von  einer  laboreigenen  standardisierten  huIFN‐
Präparation komplett inhibiert wurde. 
 
2.2.1.18. Induktion  des  IFN‐abhängigen  Gens  MxA  durch  HBVpräS‐huIFN 
Fusionen 
Hierzu wurden HepaRG‐NTCP Zellen mit 50 µl der rekombinanten (rek.) PräS‐huIFN Proteine 
inkubiert,  anschließend  mit  200  µl  2xSDS‐Probenpuffer  lysiert  und  10  min  bei  95  °C 













Die  aufgereinigten  Fusionsproteine  wurden  auf  eine  Konzentration  von  1000  IE/ml 
eingestellt, wobei zur Verdünnung 1M Harnstoff 1xPBS verwendet wurde. Je Maus wurden 
150 µl intravenös über die Schwanzvene injiziert. An den angegebenen Zeitpunkten wurden 





Die Milz  von  C57BL/6 Mx2Luc  Reporter Mäusen wurde  präpariert  und mit  einem  70  µm 
Filtersieb  homogenisiert.  Die  Erythrozyten  wurden  durch  hypotonische  Lyse  in  einem 
Ammonium‐Chlorid‐Kalium‐Puffer entfernt. Anschließend wurde 1x mit PBS gewaschen, die 
Zellen auf eine Konzentration von 1x108 Zellen/ml eingestellt und 100 µl davon  intravenös 



















verwendet, mit  denen  eine  Punktmutation  in  die  Sequenz  eingefügt  wurde,  welche  die 
Translation  des  HDlAg  erlaubt.  Dies  ist  notwendig,  da  während  der  authentischen 
Virusreplikation die Translation des HDlAg erst nach einem RNA Editierungsschritt möglich 
ist  (vgl.  Kapitel  1.3.4.).  Hierzu  wurde  eine  Zwei‐Schritt‐Polymerasekettenreaktion  (PCR) 
durchgeführt.  Im  ersten  Schritt wurden  zwei  Sequenzen  amplifiziert  die  an  der  Stelle  der 
Mutation überlappen. Der vordere Teil wurde mit dem Vorwärtsprimer „HDAg‐F“ und dem 
Rückwärtsmutagenesprimer  „HD‐mut‐R“  amplifiziert,  der  hintere  Teil  mit  dem 
Vorwärtsmutageneseprimer  „HD‐mut‐F“  und  dem  Rückwärtsprimer  „HDlAg‐R“.  Hierbei 
bindet  der  Vorwärtsprimer  am  Anfang  der  HDlAg  Sequenz  und  der  Rückwärtsprimer  an 
deren  Ende  und  die  Mutageneseprimer  enthalten  die  gewünschte  Punktmutation.  Im 
zweiten  Schritt wurde  eine Überlappungs‐PCR  durchgeführt,  in welche  die  beiden  in  der 
ersten  Runde  gewonnenen  PCR  Produkte  eingesetzt wurden  und mit  dem Vorwärts‐  und 
Rückwärtsprimer  amplifiziert  wurden.  Durch  die  überlappende  Sequenz  entsteht  ein 
Produkt, welche  nun  die  komplette  HDlAg  Sequenz mit  der  gewünschten  Punktmutation 
enthält. Nach jeder Amplifizierungsrunde wurde eine PCR Aufreinigung durchgeführt. 
 




beiden  einzelnen  Fragmente  mit  Hilfe  spezifischer  Primer  amplifiziert,  wobei  der  PräS‐
Vorwärts‐Primer  N‐Terminal  eine  BglII  Schnittstelle  und  der  IFN‐λ‐Rückwärts‐Primer  C‐
Terminal einen 6xHis‐Tag sowie eine EcoRI Schnittstelle hatten. PräS‐Rückwärts‐Primer und 





(Abbildung  2.1.).  In  einem  zweiten  Schritt wurde  eine  PCR  durchgeführt,  in welcher  die 
beiden  Fragmente  mit  dem  PräS‐Vorwärts‐Primer  und  dem  IFN‐λ‐Rückwärts‐Primer 
aneinander  fusioniert  wurden.  Anschließend  erfolgte  ein  Restriktionsverdau  mit  den 
Enzymen BglII und EcoRI sowie die Insertion in den Baculovirus Expressionsvektor pVL1392, 
welcher zuvor ebenfalls mit diesen beiden Enzymen verdaut wurde. 
Abbildung  2.1.  Klonierung  der  PräS1‐
IFN‐λ  Fusionen.  Die  Sequenzen  des 
huIFN‐λ  (huIL28‐B)  oder  des  mIFN‐λ 
(mIL28‐B)  wurden  ampli‐fiziert  und  mit 
Hilfe  von  überlappenden  Primer‐
sequenzen  in  einer  weiteren  PCR  C‐
Terminal  mit  der  PräS1‐Sequenz 
fusioniert.  Am  C‐Terminus  aller  Fusions‐
proteine  befindet  sich  ein  6xHis‐Tag. 
Nachdem  die  Konstrukte  sowie  der 
eukaryotische  Expressions‐vektor 
pVL1392  mit  den  Restriktionsenzymen 
BglII und EcoRI verdaut wurden, konnten 





wurde  ein  Vorwärtsprimer  mit  NdeI  Schnittstelle  und  ein  Rückwärtsprimer  mit  KpnI 
Schnittstelle verwendet (Abbildung 2.2.). Anschließend wurden die Amplifikate ebenso wie 
der  Vektor  pBB132 mit  diesen  beiden  Restriktionsenzymen  verdaut,  worauf  die  Ligation 



































    PräS  IFN‐λ, PräS‐IFN‐λ und HDAg 
  Temperatur [°C]  Dauer [sek]  Dauer [sek] 
1. Denaturierung  95  300 300
2. Denaturierung  95  20 20
3. Anlagerung  56  20 20
4. Elongation  72  20 60
5. Elongation  72  420 420
 
2.2.3.6. Resriktionsverdau der PCR Produkte und der Vektoren 
Da  die  verwendeten  Primer  wurden  an  alle  amplifizierten  PCR  Produkte 
Restriktionsschnittstellen  am  Anfang  und  am  Ende  der  Sequenzen  eingefügt.  Die  PCR 
Produkte sowie der jeweilige Vektor, in welchen das Produkt inseriert werden sollte, wurden 
daher mit  den  gleichen  Restriktionsenzymen  verdaut.  Je  Ansatz wurden  0,5  µl  je  Enzym 















Zur  Transformation  der  verschiedenen  Konstrukte wurden  50  µl  ultrakompetente  DH5α‐
Bakterien  (E.  coli) mit  10  µl  ligierter  Plasmid‐DNA  zunächst  für  35 min  auf  Eis  inkubiert. 







verworfen.  Die  Zellen  wurden  in  100  µl  SI‐Medium  resuspendiert  und  auf  einer  10  cm 
Agarplatte  mit  100  µg/ml  Ampicillin  ausgestrichen.  Von  den  über  Nacht  gewachsenen 













Es  wurden  von  allen  transformierten  E.  coli  Kulturen  Glycerolstocks  angefertigt.  Um 
Bakterien  zur Proteinexpression hochzuziehen wurden  zunächst 5 ml S1‐Medium mit 50µl 
Glycerolstock  angeimpft und über Nacht bei 37  °C  inkubiert. Mit diesen 5 ml wurden  am 
nächsten Tag 500 ml TB Medium, welches frisch mit Kaliumphosphatpuffer und Antibiotika 
versetzt  wurde  angeimpft  und  bei  37  °C  bis  zu  einer  OD600  von  0,4  bis  0,6  inkubiert. 
Daraufhin  folgten  die  Zugabe  der  Myristat‐Lösung  (Endkonzentration:  50  µM)  und 
Inkubation für 1 h bei 37 °C, die Induktion der NMT Expression durch IPTG (Endkonzentration 











200 ml einer  Spinnerkultur  von    Sf9  Zellen wurde mit 5 ml Baculoviren  infiziert und 72 h 





zentrifugiert,  1x  mit  PBS  gewaschen  und  in  10  ml  Lysepuffer  lysiert.  Es  folgten  eine 
Inkubation für 10 Min bei 4 °C sowie der Aufschluss der Zellen mittels Ultraschall für 3 Min 
bei 55 %. Die Zellen wurden bei 54.000 UpM für 20 Min in einer Ultrazentrifuge abgetrennt, 
die  proteinhaltigen  Überstände  mit  einem  45  µm  Filter  filtriert  und  zur  Aufreinigung 
verwendet. 
 









‐20  °C  gelagert.  Die  Haupteluatfraktionen  6  bis  8  der  Nickelsepharose‐
Affinitätschromatographie  wurden  vereint  (3  ml  Auftragsvolumen)  und  mit  Hilfe  eines 






Die  qRT‐PCR  (quantitative  real‐time  PCR)  erfolgte  mittels  einer  Zwei‐Schritt  Methode. 
Zunächst  wurde  die  aus  den  Zellysaten  isolierten  RNA  (2.2.2.1.)  mittels  reverser 
Transkription in cDNA umgeschrieben: 
Tabelle 2.3. Pipettierschema der reversen Transkription      Tabelle 2.4. PCR Zyklen der reversen Transkription 
  Volumen  Temperatur [°C]  Dauer [min] 
RNA  10,0 µl 25 10 
10x RT Puffer  2,0 µl  37 120 
dNTP´s (100 nM)  0,8 µl  85 5 



















Methode  (Livak &  Schmittgen,  2001).  Hierbei wird  die  Expression  eines  Zielgens  auf  die 
Expression  eines  nicht  regulierten,  konstant  exprimierten  Referenzgens  (GAPDH)  bezogen 






Der  Ct‐Wert  (Cycle  of  threshold)  entspricht  dem  dem  Zyklus  der  PCR,  in  dem  sich  das 
Fluoreszenzsignal gerade signifikant von der Hintergrundstrahlung abhebt.  Je niedriger der 
Ct‐Wert  ist,  desto mehr  Kopien  des  Zielgens  sind  zu  Beginn  in  der  Probe  enthalten.  Die 
Transkriptmenge  der  Zielgene  wurde  auf  die  Transkriptmenge  des  Referenzgens  GAPDH 
normiert.  In Abbildung 2.3.  ist beispielhaft das Kurvendiagramm der AMplikation bei einer 
GAPDH  und  RIG‐I  Quantifizierung  dargestellt,  um  die  Qualität  der  Messungen  zu 
veranschaulichen. Die Kurve der GAPDH Detektion beginnt bei Zyklus 12‐13, die der RIG‐I 













Triton‐X‐100  permeabilisiert.  Danach  wurde  erneut  3x  mit  PBS  gewaschen.  Vor  einer 
phospho‐STAT‐1  (pSTAT‐1)  oder  HBx  Färbung  wurden  die  Zellen  mit  eiskaltem 
Methanol/Aceton  (90/10)  für  10 min  bei  ‐20  °C  fixiert,  anschließend  komplett  getrocknet 
und  3x  mit  PBS  gewaschen.  Die  Färbung  mit  dem  primären  AK  in  der  gewünschten 
Verdünnung in 5 % M‐PBS erfolgte bei 4 °C über Nacht. Am nächsten Tag wurden die Zellen 
3x für  jeweils 5 min mit PBS gewaschen und  im Dunkeln für 1 h bei RT mit dem AlexaFluor 
488/546  gekoppeltem  Sekundär‐AK  (1:500  in  5  %  M‐PBS)  sowie  dem  die  Zellkerne 




Zur  Visualisierung  oder  Aufreinigung  der  DNA wurden  1 %‐ige  Agarosegele mit  10  µg/µl 

















  Sammelgel 4 % Trenngel 10 % Trenngel 12 %
Acrylamid/Bisacrylamid (29:1), 30 % 4 ml 16,5 ml 20 ml 
Sammelgelpuffer, 4x  5 ml  
Trenngelpuffer, 4x  12,5 ml 12,5 ml 
ddH2O  11 ml 21 ml 17,5 ml 
TEMED  10 µl 25 µl 25 µl 
APS, 10 % (w/v)  Spatelspitze Spatelspitze Spatelspitze
Endvolumen  20 ml 50 ml 50 ml 
 
2.2.4.5. Silberfärbung 
Das  Gel  einer  SDS‐PAGE  wurde  zur  Fixierung  über  Nacht  bei  RT  in  Fix  1  inkubiert. 
Anschließend folgten 30 min in Fix 2 und zum Schluss der Fixierung 2 x 15 min Inkubation in 
Fix  3.  Danach  wurde  das  Gel  2  min  mit  Lösung  A  imprägniert,  3  x  1  min  mit  ddH2O 







bei  15  V  auf  eine  Nitrozellulosemembran  geblottet,  welche  anschließend  mit                           
5  %  Milchpulver‐TBST  (M‐TBST)  geblockt  wurde.  Die  Inkubation  mit  dem  1.  AK  in  der 
erwünschten  Verdünnung  in  5 % M‐TBST  erfolgte  bei  4  °C  über Nacht,  hierauf  folgten  4 
Waschritte mit TBS‐T à 5 min und die einstündige  Inkubation mit dem AlexaFluor 680/800 
gekoppeltem Sekundär‐AK im Dunkeln. Zuletzt wurden die Membranen erneut 4x mit TBS‐T 











extrahiert.  Es  wurde  je  Messwert  die  Hälfte  der  DNA  eines  Napfes  auf  ein  1  %‐iges 
Agarosegel aufgetragen und auf diesem bei 80 V aufgetrennt. Anschließend wurde das Gel 5 
min mit  der Oberseite  nach  unten  in  0,25 M HCl  inkubiert. Das HCl wurde mit Millipore 





Die  Detektion  der  HBV  DNA  erfolgte mittels  einer  radioaktiven  Sonde,  welche mit  dem 
Megaprime™ DNA Labeling System der Firma GE Healthcare nach dem dort beschriebenen 
Protokoll hergestellt wurde.  






























3.1. Zeitverlauf  und  Dosisabhängigkeit  der  IFN‐α  und  IFN‐λ  vermittelten  STAT‐1 
Phosphorylierung und MxA Induktion in HBV und HDV suszeptiblen Zelllinien 










Napf Platte  lysiert. Die Western Blot Analyse  (Abbildung 3.1. A+B)  zeigt, dass durch diese 
Konzentrationen eine STAT‐1 Phosphorylierung  induziert wird, welche bereits nach 30 min 
maximal  ist. Die Antikörperdetektion  liefert eine Doppelbande, welche durch Proteine mit 
verschiedenem  Phosphorylierungsgrad  entstanden  sein  könnte,  da  das  Protein  zwei 
Phosphorylierungsstellen  hat.  Nach  einer  Inkubationszeit  von  8‐16  h  beginnt  die  MxA 
Expression im Western Blot sichtbar zu werden, welche durch die Aktivierung des JAK‐STAT‐





HepG2‐NTCP  (Ni,  Lempp  et  al.,  2013)  bezüglich  ihrer  IFN‐Sensitivität  untersucht.  Im 
Gegensatz zu HepaRG Zellen sind vor allem HepG2‐NTCP aber auch HuH7‐NTCP gegenüber 
IFN‐α weniger sensitiv. In HepG2‐NTCP Zellen kann auch nach 72 h mit 100 IE/ml IFN‐α nur 




steigerbar  (Abbildung  3.1.  D).  Die  Sensibilität  aller  drei  Zelllinien  gegenüber  IFN‐λ  ist 
vergleichbar,  hier  genügen  auch  bei  HepG2‐NTCP  und  HuH7‐NTCP  Zellen  relativ  niedrige 









(A+B) wurden  über  einen  Zeitraum  von  30 min  bis  48  h mit  100  IE/ml  IFN‐α  (A)  oder  10  ng/ml    IFN‐λ  (B) 
behandelt und anschließend mit 200 µl 2xSDS Probenpuffer lysiert. HepG2‐NTCP (C) und HuH7‐NTCP (D) Zellen 
wurden für 72 h mit 50 bis 1000 IE/ml IFN‐α oder 5 bis 100 ng/ml IFN‐λ behandelt und anschließend mit 200 µl 
2xSDS  Probenpuffer  lysiert.  Die  Analyse  aller  Proben  erfolgte mittels  SDS‐PAGE  (10  %‐iges  Trenngel)  und 






die  Behandlung  von  HepaRG  Zellen  mit  100  IE/ml  IFN‐α  detektierte  pSTAT‐1  nach  1  h 
komplett  im Zellkern befindet  (Abbildung 3.2. A). Die Signale der unbehandelten Kontrolle 
sind unspezifisch und es  ist keine Lokalisierung  im Zellkern  zu  sehen. MxA konnte  in allen 
verwendeten Zelllinien und in PHH nach 72 h in der IF nachgewiesen werden und zeigte eine 
zytoplasmatische Lokalisierung (Abbildung 3.2. B). 
Alles  in allem  zeigten diese Ergebnisse, dass es  sich bei den verwendeten Zelllinien  sowie 









Abbildung  3.2.  IFN‐induzierte  pSTAT1‐Translokation  und  MxA‐Expression  in  HBV‐  und  HDV‐
infektionskompetenten  Zelllinien.  (A)  HepaRG  Zellen  wurden  für  1  h mit  100  IE/ml  IFN‐α  behandelt.  Die 
Zellkerne  (blau)  wurden  mit  Höchst  angefärbt  und  die  pSTAT‐1  Detektion  (grün)  erfolgte  mittels  eines 
spezifischen Antikörpers. (B) HBV‐ und HDV‐suszeptible Zelllinien sowie PHH wurden für 72 h mit 100 IE/ml IFN‐









Nachdem  gezeigt werden  konnte,  dass  in  HepaRG  Zellen,  HepaRG‐NTCP  Zellen  und  PHH 
durch  Stimulierung  mit  IFN  Marker  der  angeborenen  Immunantwort  induziert  werden 
können,  sollte  nun  der  Einfluss  der  Zytokine  auf  die  Etablierung  einer  HBV  oder  HDV 
Infektion untersucht werden. Hierzu wurden drei verschiedene Ansätze gewählt.  Im ersten 






Um  herauszufinden,  ob  die  Immunmodulatoren  IFN‐α  und  IFN‐λ  einen  Effekt  auf  die 
Etablierung einer HBV  Infektion haben, wurden 10‐100  IE/ml  IFN‐α oder 1‐10 ng/ml  IFN‐λ 
verwendet (Abbildung 3.3. B). Die Behandlung von HepaRG Zellen mit den Zytokinen wurde 
24  h  vor  der  HBV  Infektion  begonnen  und während  des  gesamten  Experiments  aufrecht 
erhalten.  Bei  jedem MW wurde  dem Medium  frisches  Zytokin  zugefügt. Die  Analyse  der 
HBeAg  und  HBsAg  Sekretion  in  den  Überstand  erfolgte  mittels  spezifischem  ELISA  der 
Überstände von Tag 6‐9 nach Infektionsbeginn (p.i., engl., post infection). Das Ergebnis zeigt, 
dass  sowohl  IFN‐α  als  auch  IFN‐λ  eine  konzentrationsabhängige  Inhibition  der  HBeAg 
Sekretion  in  den  Zellkultur Überstand  um  bis  zu  90 %  zur  Folge  hatten.  Auch  die HBsAg 
Sekretion  wurde  durch  beide  IFN  stark  beeinflusst,  wobei  hier  bereits  die  niedrigsten 
Konzentrationen eine beinahe maximale Reduktion (96 %) im Vergleich zur unkompetierten 
Kontrolle zur Folge hatten.  
Auch  die  Etablierung  einer  HDV  Infektion  konnte  in  diesem  Experiment  durch  beide  IFN 
effizient  inhibiert werden  (Abbildung  3.3.  C), was  anhand  der Quantifizierung  der HDAg‐
Expression an Tag 9 p.i. ermittelt wurde. Hierzu wurden die Zellen 24 h vor der Infektion mit 
15‐500  IE/ml  IFN‐α oder 1,5‐50 ng/ml  IFN‐λ behandelt und die Zugabe der  IFN bei  jedem 
MW bis zum Ende des Experiments erneuert. Auch hier ist eine Konzentrationsabhängigkeit 
der  IFN  Behandlung  erkennbar,  allerdings  haben  bereits  die  niedrigeren  Konzentrationen 
einen starken Effekt. Die maximale Inhibition lag bei 97 %. 
In  Abbildung  3.3.  D  sind  beispielhaft  Immunfluoreszenz  Bilder  (Tag  9  p.i.)  der 
Infektionsinhibitionen  mit  jeweils  100  IE/ml  IFN‐α  oder  10  ng/ml  IFN‐λ  dargestellt.  Die 
Analyse  zeigt,  dass mit  den  gewählten  Konzentrationen  sowohl  die  Anzahl  HBc‐positiver 
Zellen als auch HDAg‐positiver Zellen um über 95 % reduziert werden konnten. Außerdem ist 












abhängige  Inhibition  der  HBV 
und  HDV  Infektion  sowie  der 
HBV‐HDV  Co‐Infektion  durch 
IFN‐α und  IFN‐λ. A:  Schema der 
HBV  oder  HDV  Infektion  sowie 
der  IFN‐Behandlung  in  B  +  C.. 
B+C:  HepaRG  Zellen wurden  für 
24  h  mit  verschiedenen 
Konzentrationen  IFN‐α  oder           
IFN‐λ  behandelt  und 
anschließend  mit  HBV  (B)  oder 




jedem  MW  erneuert.  Um  den 




mit  Höchst  angefärbt  und  die  Detektion  des  HDAg  erfolgte  mittels  Antikörper‐Färbung  mit  einem  HDV‐
positivem Serum  (GEAO). Es wurden Bilder mit 100‐facher Vergrößerung gemacht und  je Konzentrationswert 
10  zufällig  gewählte  Bildausschnitte  ausgezählt.  Die  Anzahl  der  HDAg  positiven  Zellen  ist  in  %  der 
Gesamtzellzahl angegeben. D:  Immunfluoreszenz Analyse des Effekts von  IFN‐α oder  IFN‐λ auf die HBV, HDV 
oder HBV‐HDV Co‐Infektion. HepaRG  Zellen wurden wie  in A+B  infiziert  sowie mit 100  IE/ml  IFN‐α oder 10 
ng/ml  IFN‐λ behandelt und an Tag 9 p.i.  fixiert. Die  Zellkerne wurden mit Höchst  angefärbt  (blau), die HBV 








Zusammenfassend  kann  man  sagen,  dass  sowohl  IFN‐α  als  auch  IFN‐λ  einen 
konzentrationsabhängigen  Einfluss  auf  die  Etablierung  einer  HBV  und  die  HDV  Infektion 
haben. Dieser ist anhand einer verringerten HBeAg und HBsAg Sekretion sowie weniger HBc‐





Behandlung  den  größten  Effekt  hat.  Deswegen  wurde  die  IFN‐Zugabe  zu  verschiedenen 
Zeitpunkten der Infektion begonnen. 
HepaRG Zellen wurden mit HBV  infiziert und die Behandlung mit 100 IE/ml IFN‐α entweder 
24  h  vor  der  Infektion, während  der  Infektion  oder  1,  3  oder  4  Tage  nach  der  Infektion 
gestartet.  In  allen  Fällen wurde  die  Behandlung  bis  zum  Ende  des  Experiments  aufrecht 
erhalten und die IFN Zugabe bei  jedem MW erneuert. Zur Detektion der HBsAg und HBeAg 
Sekretion  wurden  die  Zellkulturüberstande  von  Tag  6‐9  p.i.  gesammelt  und  ein  ELISA 
durchgeführt. 
Wie  in  Abbildung  3.4.  B+C  zu  sehen,  führte  eine  IFN‐Behandlung welche  einen  Tag  vor, 
während oder einen Tag nach der HBV  Infektion begonnen wurde, zu einer vergleichbaren 
Reduktion  der  HBsAg  und  HBeAg  Sekretion  um  etwa  75  %.  Wurde  dahingegen  die 
Behandlung  später begonnen,  führte dies  zu einem verminderten Effekt des  IFN‐α auf die 
HBeAg und HBsAg Sekretion, welche zunehmend geringer wurde,  je später die Behandlung 


















Abbildung 3.4. Die  Effizienz der  IFN Behandlung  ist  abhängig  vom Beginn der Behandlung  in Relation  zur 
Infektion. A:  Schema der HBV oder HDV  Infektion  sowie der  IFN‐Behandlung. HepaRG Zellen  (B, C, D) oder 
HepaRG‐NTCP Zellen (E) wurden mit HBV (B+C) oder HDV (Serum GTA7 [D] oder rek. HDV [E]) infiziert und mit 
100  IE/ml  IFN‐α behandelt, wobei die Behandlung  an  verschieden Tagen der  Infektion gestartet wurde. Die 
angegebenen  Zeitpunkte  beziehen  sich  auf  den  Beginn  der  Virusinokulation.  In  allen  Fällen  wurde  die 
Behandlung bis zum Ende des Experiments aufrecht erhalten und das  IFN bei  jedem MW erneuert. B+C: Um 






und  je Wert wurden 10 zufällig gewählte Bildausschnitte ausgezählt. Die Anzahl der  infizierten Zellen  ist  in % 









der  Infektion oder  24 h  vor der  Infektion  kein  signifikanter Unterschied  zu  sehen  ist. Mit 
einer IFN‐α Behandlung, welche bereits 24 h vor der Infektion begonnen wurde, konnte die 
HDAg Expression um über 90 % verringert werden, bei der Co‐Behandlung lag der maximale 
inhibitorische  Effekt  bei  etwa    85  %.  Der  Einfluss  der  IFN  Behandlung  auf  die  HDAg 
Expression war jedoch deutlich geringer, wenn diese erst nach der Infektion gestartet wurde. 







IFN‐α  einen  Tag  vor  der  HBV  Infektion  begonnen  und  an  verschiedenen  Tagen  nach  der 
Infektion wieder entfernt wurde. Hierbei  sollte überprüft werden, ob die HBV Replikation 
durch  IFN‐α  nachhaltig  supprimiert wird  oder  ob  der  Effekt  reversibel  ist. Das  IFN wurde 






HBV  Infektion  sowie der  IFN‐Behandlung. HepaRG  Zellen wurden mit HBV  infiziert und mit 100  IE/ml  IFN‐α 
behandelt, wobei die Behandlung an Tag ‐1 der Infektion gestartet und an verschieden Tagen beendet wurde. 
Die angegebenen Zeitpunkte beziehen sich auf den Beginn der Virusinokulation. Das  IFN wurde während der 
Behandlung bei  jedem MW erneuert. B+C: Um den  inhibitorischen Effekt von  IFN‐α auf die HBV  Infektion zu 
ermitteln, wurden  die  Zellkulturüberstände  von  Tag  6‐9  p.i.  gesammelt  und  die  Sekretion  von  HBsAg  und 












etwa  70  %  inhibiert  werden.  Am  effektivsten  erwies  sich  jedoch  die  in  den  vorherigen 
Experimenten  angewendete  Aufrechterhaltung  der  IFN‐Behandlung  bis  zum  Ende  der 
Infektion. 
 
3.2.3. HBV  Infektionsinhibition  abhängig  von  der  eingesetzten  Multiplizität  der 
Genomäquivalente 
Da bei der HBV Infektion von PHH die Beobachtung gemacht wurde, dass eine Kompetition 
der HBV  Infektion mit 100  IE/ml  IFN‐α keinen Effekt auf die virale Replikation hatte (Daten 
nicht gezeigt), wurde im folgenden Experiment überprüft, ob dies an der erhöhten Effizienz 
der  Infektion  liegt, welche durch Verwendung der normalerweise eingesetzten sehr hohen 
Mengen  an  viralen  Partikeln  von  etwa  800  bis  1000  Genomäquivalenten  je  Zelle  (MGE) 
hervorgerufen wird. (Hierbei handelte es sich um einen Schätzwert nach Quantifizierungen 
vergangener  Viruspräparationen,  der  hier  verwendete  Virusstock  wurde  nicht  genau 
quantifiziert.) Bei HepaRG  Zellen  können hiermit  ca. 10 % der  Zellen  infiziert werden, bei 
PHH sind es 90 bis annähernd 100 %. 
Daher wurden  in diesem Experiment der HBV Virusstock unverdünnt  (1:1), 1:2,5 oder 1:10 
verdünnt verwendet, um PHH  zu  infizieren. Die Zellen wurden 24 h vor der  Infektion und 
während des gesamten Experiments mit 100 IE/ml IFN‐α behandelt, welches bei jedem MW 
erneut dem Medium  zugegeben wurde. Als Positivkontrolle der  Inhibition wurde der HBV 
Eintrittsinhibitor  MyrB  verwendet.  Die  Analyse  erfolgte  mittels  spezifischem  ELISA  zur 
Quantifizierung  der  HBsAg  und  HBeAg  Sekretion  in  den  Zellkulturüberständen  von  Tag         
6‐9 p.i. 
In  Abbildung  3.6.  B+C  sind  die  absoluten Messwerte  der  HBeAg  (Abbildung  3.6.  B)  und 
HBsAg  Sekretion  (Abbildung  3.6.  C)  dargestellt.  Es  ist  zu  sehen,  dass  die  Effizienz  der 
Infektion  mit  abnehmender  MGE  ebenfalls  abnimmt.  Unabhängig  von  dieser 
Infektionseffizienz  kann  die  Ag‐Sekretion  durch MyrB  in  allen  Fällen  um  nahezu  100  % 

















Detektionsgrenze der HBsAg Messung  lag bei 0,05  IE/ml, die der HBeAg Messung bei einem  Index von 1. Als 
Kontrolle  wurde  der  spezifische  Eintrittsinhibitor  MyrB  (500  nM)  verwendet.  B+C  zeigt  die  absoluten 
Messwerte. D+E zeigt die gleichen Werte in % der jeweiligen unkompetierten Kontrolle. 
Um  die Unterschiede  der  Inhibition  durch  IFN‐α  zu  verdeutlichen, wurden  die  jeweiligen 
unkompetierten Messwerte auf 100 % gesetzt und die Werte der Inhibitionen ins Verhältnis 
dazu  gebracht  (Abbildung  3.6.  D+E). Nun wird  besser  erkennbar,  dass mit  abnehmender 

















Auch  die  HBV  Infektion  von  PHH  konnte  mit  IFN‐α  kompetiert  werden,  wobei  hier  die 
Effizienz der  Inhibition von der Anzahl der Viren, mit welchen die Zellen  inokuliert wurden, 




Nachdem  in den Abschnitten des Kapitels  3.2.  gezeigt werden  konnte, dass die HBV und 
HDV  Infektion durch die Behandlung mit  IFN beeinflusst werden, sollte  im nächsten Schritt 
darauf  eingegangen  werden,  ob  diese  Behandlung  auch  die  HBV  cccDNA  beeinträchtigt, 
welche  die  Persistenz  des  HBV  in  Hepatozyten  ermöglicht.  Sie  überdauert  als  eine  Art 
Minichromosom im Zellkern von infizieren Zellen, ist wie die eigentlichen Chromosomen mit 
Histonen  assoziiert  und  liegt  in  einer  komplexen,  mehrfach  ineinander  verwundenen 
Formation vor. Da je infizierter Zelle nur ca. 2 bis 5 cccDNA Moleküle vorhanden sind (Hantz, 
Parent et al., 2009) und die Detektionsgrenze  in meinen Experimenten bei 106 Molekülen 
lag, war  es  für mich  technisch  nicht  umsetzbar,  den  Einfluss  von  IFN  auf  die  cccDNA  im 
HepaRG  System  zu  untersuchen.  Daher  wurden  für  dieses  Experiment  HepAD38  Zellen 
verwendet,  bei  welchen  die  prägenomische  RNA  über  einen  Tetrazyklin‐abhängigen 
Promotor induziert werden kann und in welchen das HBeAg ausschließlich über die cccDNA 





Behandlung mit  IFN‐α  und  IFN‐λ  sowohl  die  detektierbare Menge  an  rcDNA  als  auch  an 
cccDNA  reduziert  wurde.  Bei  der  IFN‐α  Behandlung  sieht  man,  dass  die  4‐stündige 







und  24  h  eine  vergleichbare  Effizienz  auf.  72  h  nach  der  IFN‐λ  Behandlung  ist  keine 
Reduktion der Menge an rcDNA oder cccDNA mehr sichtbar. 
Das  Ergebnis  zeigt,  dass  eine  IFN‐Behandlung  der  Zellen  sowohl  die  rcDNA  als  auch  die 
cccDNA Menge  reduziert. Allerdings  ist  der  Effekt  im  hier  verwendeten  System  nicht  von 
Dauer. 
 
Abbildung  3.7.  Die  Behandlung 
von  HepAD38  Zellen  mit  IFN‐α 
oder  IFN‐λ  reduziert  die  Menge 
an  rcDNA und cccDNA. HepAD38 
Zellen  wurden  8  Tage  ohne 
Tetrazyklin wachsen gelassen um 
die HBV Replikation  zu  initiieren, 
dann mit  50  IE/ml  IFN‐α  oder  5 
ng/ml  IFN‐λ  behandelt  und  4,  8, 
16,  24  oder  72  h  später  lysiert. 
Die  DNA  wurde  isoliert  und  ein 





3.4. Einfluss  der  HBV  Proteine  auf  die  Induktion  von  Markern  der  angeborenen 
Immunantwort 
Wie  in Kapitel 3.2.2. gezeigt,  ist die  Inhibition der Sekretion von HBeAg und HBsAg durch 
IFN‐α umso geringer,  je  später die  IFN Behandlung gestartet wurde  (Abbildung 3.4. A+B). 
Hierdurch  kam  die  Frage  auf,  ob  dies  vielleicht  daran  liegen  könnte,  dass  eines  der HBV 
Proteine mit dem IFN‐α Signalweg interferiert und somit die Aktivierung oder Expression von 
Markern der angeborenen Immunantwort hemmt. Außerdem gibt es bereits Publikationen, 




Expression  von MxA  interferiert wurden HepaRG  Zellen, welche  nach  stabiler,  lentiviraler 
Transduktion  eines  der HBV  Proteine  kontinuierlich  exprimieren,  verwendet.  Im  Falle  des 
HBV  X  Proteins  (HBx)  wurden  HepaRG  Zellen  verwendet,  in  welche  die  HBx  Expression 






3.4.1. Beeinflussung  der  STAT‐1  Phosphorylierung  und  MxA  Expression  durch 
kontinuierliche Expression der HBV Oberflächenproteine in HepaRG Zellen 
Zunächst  wurde  der  Einfluss  des  kleinen  (HBs),  sowie  des  großen  (HBl)  HBV 








einem  leeren Plasmid  (B) oder Plasmiden  zur HBs  (C) oder HBl  (D) Expression  transduziert wurden, wurden 
über einen Zeitraum von 30 min bis 72 h mit 100  IE/ml  IFN‐α behandelt und anschließend mit 200 µl 2xSDS 
Probenpuffer  lysiert.  Die  Analyse  aller  Proben  erfolgte  mittels  SDS‐PAGE  (10  %‐iges  Trenngel)  und 
anschließendem Western Blot. Zur Detektion der Proteine pSTAT‐1, MxA, HBs, HBl und GAPDH wurden jeweils 
spezifische Antikörper verwendet. 
Abbildung  3.8.  zeigt,  dass  in  allen  4  verwendeten  Zelllinien  die  STAT‐1  Phosphorylierung 
bereits 30 min nach Beginn der IFN‐α Behandlung induziert wurde. Diese hält etwa 4 bis 6 h 
an.  Im Falle der naiven HepaRG Zelllinie  ist hier auch nach 24 h noch ein Signal erkennbar. 













3.4.2. Beeinflussung  der  STAT‐1  Phosphorylierung  und  MxA  Expression  durch 
kontinuierliche Expression der HBV Polymerase in HepaRG Zellen 
Als  nächstes  wurde  der  Einfluss  von  HBpol  auf  die  STAT‐1  Phosphorylierung  und  MxA 





und  C).  Die  MxA  Expression  ist  nach  8  h  detektierbar,  auch  hier  ist  kein  erheblicher 





Abbildung  3.9.  Einfluss  der  stabilen  Expression  der  HBV  Polymerase  auf  die  IFN‐α  induzierte  STAT‐1 
Phosphorylierung sowie die MxA Expression. Naive HepaRG Zellen (A) oder HepaRG Zellen, welche stabil mit 
einem  leeren Plasmid  (B) oder einem Plasmid  zur HBpol  (C und D) Expression  transduziert wurden, wurden 
über einen Zeitraum von 30 min bis 72 h mit 100  IE/ml  IFN‐α behandelt und anschließend mit 200 µl 2xSDS 












Als drittes wurde der Einfluss der  stabilen HBc Expression auf die  IFN‐α  induzierte STAT‐1 
Phosphorylierung und MxA Expression analysiert  (Abbildung  3.10.).  In diesem Experiment 
wurden die Zellen mit 100 IE/ml IFN‐α für verschiedene Zeiträume (1 h bis  72 h) behandelt. 










Abbildung  3.10.  Einfluss  der  stabilen  Expression  des  HBV  Core  Proteins  auf  die  IFN‐α  induzierte  MxA 
Expression. HepaRG Zellen, welche stabil mit einem  leeren Plasmid (links) oder einem Plasmid zur Expression 
des  HBc  (rechts)  transduziert wurden, wurden  über  einen  Zeitraum  von  1  h  bis  72  h mit  100  IE/ml  IFN‐α 
behandelt.  Die  Analyse  aller  Proben  erfolgte  mittels  SDS‐PAGE  (12  %‐iges  Trenngel)  und  anschließendem 












Zellen wurden  nach  der  Aussaat  6  Tage mit  oder  ohne  10  µg/ml  Doxyzyklin, welches  in 
gleicher Weise wie Tetrazyklin den Promotor aktiviert,  inkubiert und anschließend für 1 bis 
72  h  mit  500  IE/ml  IFN‐α  behandelt.  Erneut  ist  kein  Unterschied  bezüglich  der  STAT‐1 
Phosphorylierung  und  MxA  Expression  zu  beobachten  (Abbildung  3.11.).  Auch  die  GFP 











Phosphorylierung  sowie  die  MxA 
Expression.  HepaRG‐HBx  (A)  oder 
HepaRG‐GFP  (B)  Zellen wurden  6  Tage 
mit oder ohne 10 µg/ml Doxyzyclin und 
anschließend  für  1  h  bis  72  h mit  500 
IE/ml  IFN‐α  inkubiert.  Im  Anschluss 
wurden  die  Zellen  mit  200µl  2xSDS 
Probenpuffer  lysiert.  Die  Analyse  aller  Proben  erfolgte  mittels  SDS‐PAGE  (12  %‐iges  Trenngel)  und 
anschließendem Western Blot. C: Die HepaRG‐HBx Zellen wurden 6 Tage mit oder ohne 10 µg/ml Doxyzyclin 







Zusammengefasst  zeigt  dieses  Kapitel,  dass  die  Expression  von  keinem  der  durch  HBV 
kodierten  Proteine  die  Induktion  der  hier  untersuchten  Marker  der  angeborenen 
Immunantwort beeinflusst.  In allen verwendeten Zelllinien und transfizierten Zellen konnte 
die STAT‐1 Phosphorylierung und MxA Expression  in gleicher Weise  induziert werden. Die 
verminderte  Wirksamkeit  des  IFN  bei  einer  Verabreichung  einige  Tage  nach  der  HBV 
Infektion  kann  nicht  durch  die  Expression  eines  einzigen  HBV  Proteins  erklärt  werden. 




Die  bisherigen  Ergebnisse  lassen  darauf  schließen,  dass  die  IFN‐Behandlung  von  HepaRG 
Zellen am effizientesten mit den frühen Schritten der viralen Replikation bis zur Etablierung 
der cccDNA  interferiert und, dass der Effekt der Behandlung reversibel  ist. Daher wurde  im 
Folgenden der Fokus darauf gesetzt, wie die beginnende virale Replikation mit der Induktion 
einer Immunantwort interferiert. Hierzu wurde an Tag 9 p.i. eine Immunfluoreszenz Färbung 




















Zellen,  bei  denen  die  IFN  Behandlung  scheinbar  kaum  eine  Proteinexpression  induzieren 
konnte  (umrandete Zellen). Dies war bei der Behandlung uninfizierter Zellen mit  IFN nicht 
der  Fall,  dort  wurde  eine  gleichmäßige  MxA  Expression  in  allen  Zellen  beobachtet 
(Abbildung 3.2.). Legt man nun die Färbung des HBs darüber (rot, rechtes Bild) wird deutlich, 
dass  die  HBs  Expression  ausschließlich  in  Zellen mit  geringer MxA  Expression  detektiert 
werden  kann.  Da  sich  die  Zellen  zum  Zeitpunkt  der  IFN  Behandlung  nur  dadurch 
unterscheiden, dass einige mit HBV infiziert waren und andere nicht deutet dies darauf hin, 
dass die  Infektion mit HBV und die beginnende  virale Replikation mit der  Induktion einer 
Immunantwort interagieren und ihr sogar entgegen wirken. Die Experimente aus Kapitel 3.4. 
zeigen, dass die Expression eines einzelnen HBV Proteins keine veränderte  IFN Antwort zur 
Folge  hat.  Es  ist  demnach  eher wahrscheinlich,  dass  die  beobachtete  Inhibition  der MxA 






Replikationsstrategie  verfolgt,  wurde  überprüft,  ob  die  HDV  Replikation  ebenfalls 
präferenziell in Zellen mit niedriger MxA Expression stattfindet, welche auch hier als Marker 


















































GTA7)  infiziert und an Tag 1‐5 p.i. mit 4 % PFA  zur  IF  fixiert. B: Als Kontrolle wurden Zellen mitgeführt, bei 











p.i.  zu.  Hier  gilt  es  zu  erwähnen,  dass  durch  das  zur  HDV  Infektion  verwendete 
Patientenserum  „GTA7“  keine  nachweisbare  HBV  Infektion  entstehen  konnte  weswegen 
infizierte  Zellen  keine  neuen HDV Viruspartikel  sezernieren  können  (Daten  nicht  gezeigt). 
Jedes Infektionsereignis erfolgte demnach durch ein sich im Inokulum befindliches Virus was 
bedeutet, dass alle Zellen zur gleichen Zeit  infiziert wurden. Die verzögerte Expression des 
HDAg  beruht  demnach  auf  der  langsamen  Replikation  des  Virus.  Außerdem  kann  man 
beobachten, dass  vor  allem die  Zellen der mit dem Virus  infizierten hepatozytären  Inseln 
MxA positiv sind. Dies spricht für eine  lokale  Induktion des Markers MxA der angeborenen 
Immunantwort  der  infizierten  Zellen,  welche  sich  dann  auf  die  umgebenden  Zellen 
ausbreitet. 
Bei  der  Kontrolle  mit  MyrB  sind  weder  infizierte  noch  MxA  positive  Zellen  zu  sehen 
(Abbildung 3.14. B). Da diese Zellen mit dem gleichen  Inokulum wie die  infizierten Zellen 




Immunantwort  erkannt,  was  dazu  führt,  dass  die  infizierten  Zellen  eine  antivirale 
Immunantwort  induzieren,  in  deren  Folge  MxA  exprimiert  wird.  Weiterhin  zeigt  dieses 
Experiment, dass HepaRG Zellen ein  IFN‐kompetentes System darstellen, welches nach der 
Infektion mit HDV autogen Immunmodulatoren exprimieren und sezernieren kann. Die IFN‐




3.8. Induktion  der  MxA  Expression  durch  die  HDV  Infektion  in  HepG2‐NTCP  und  
HuH7‐NTCP Zellen 
Mit der Entdeckung des spezifischen HBV und HDV Rezeptors NTCP (Yan, Zhong et al., 2012) 
war  es  erstmalig möglich, weitere  suszeptible  Hepatoma‐Zelllinien  zu  generieren  und  als 
alternative  Infektionssysteme zu etablieren  (Ni, Lempp et al., 2013).  Im Folgenden wurden 
HepG2 oder HuH7 Zellen verwendet, welche stabil mit NTCP transduziert wurden. Von HuH7 
Zellen  ist aus der Literatur bekannt, dass  sie nicht  IFN‐kompetent  sind, das heißt, dass  sie 
keine autogenen Zytokine bilden können (Keskinen, Nyqvist et al., 1999), bei HepG2 Zellen 
ist die  Literatur hierzu nicht eindeutig  (Keskinen, Nyqvist et al., 1999;Xia,  Lu et al., 2008). 









eine HDV  Infektion  induziert wird, wurden HepG2‐NTCP  oder HuH7‐NTCP  Zellen mit HDV 
infiziert  und  die  Analyse  erfolgte  an  Tag  6  p.i.  mittels  IF.  Als  Kontrolle  wurden  Zellen 
mitgeführt,  bei  welchen  die  HDV  Infektion  durch  den  Eintrittsinhibitor MyrB  kompetiert 
wurde. 
Das Ergebnis zeigt, dass eine HDV  induzierte MxA Expression  in HepG2‐NTCP Zellen erfolgt, 
wohingegen  HuH7‐NTCP  Zellen  trotz  vergleichbarer  Infektion  keine  MxA  Expression 





HuH7‐NTCP  Zellen wurden mit  HDV  (Serum‐Mix)  infiziert  und  an  Tag  6  p.i.  zur  IF mit  4 %  PFA  fixiert.  Als 
Kontrolle wurden die Infektion mit MyrB (500 nM) kompetiert. Die Zellkerne wurden mit Höchst angefärbt, die 



















Eintrittsinhibitor  MyrB  (500  nM)  kompetiert  wurde.  Zur  Quantifizierung  der  Infektion  wurden  die  in  den 
Überstand  sezernierten HBeAg und HBsAg Mengen mittels ELISA bestimmt  (A+B). Die Detektionsgrenze der 
HBsAg Messung  lag bei 0,05  IE/ml, die der HBeAg Messung bei einem  Index von 1. Die Zellkerne wurden mit 








70  IE/ml)  die  HBV  Infektion  keine  MxA  Expression  induzierte  (Abbildung  3.16.).  Zellen, 
welche als Positivkontrolle für 72 h mit 100 IE/ml IFN‐α behandelt wurden, waren hingegen 
MxA  positiv. Dies  bedeutet,  dass  eine mit  der HDV  Infektion  vergleichbare  Induktion  der 
MxA  Expression  ausbleibt  und  deutet  erneut  darauf  hin,  dass  eine  Infektion  der HepaRG 
Zellen  mit  HBV  nicht  effizient  durch  die  angeborene  Immunantwort  erkannt  wird.  Die 




In  den  bisherigen  Experimenten wurde  die  HDV  Infektion  von  der  HBV  Infektion  isoliert 
betrachtet. Allerdings kommt eine HDV Mono‐Infektion natürlicherweise nicht vor, vielmehr 
findet  stets  eine  Co‐Infektion mit  HBV  zusammen  oder  eine  Super‐Infektion  bereits  HBV 
infizierter Patienten statt. Dies bedeutet, dass sich die beiden Viren gegenseitig beeinflussen 
können weswegen  es  interessant  ist  zu untersuchen, ob  etwa die HBV  Infektion  die HDV 





jeweiligen  Tagen  HepaRG  Zellen  infiziert, welche  keine  vorherige  HBV  Infektion  erfahren 
hatten. Außerdem wurden Zellen mitgeführt, welche nur mit HBV  infiziert wurden, anhand 
welcher die Effizienz der HBV Infektion bestimmt wurde. Diese erfolgte mittels ELISA der  in 
den  Zellkulturüberständen  von  Tag  7‐10  sezernierten HBeAg  und HBsAg  Konzentrationen 










Abbildung  3.17.  Die  HBV  Infektion 
inhibiert  die  HDV  induzierte  MxA 
Expression.  A:  Schema  der  HBV 
Infektion  und  der  HDV 
Superinfektion.  B‐D:  HepaRG  Zellen 
wurden mit HBV infiziert und an Tag 
1, 3 oder 7 p.i. mit HDV (Serum‐Mix) 
superinfiziert.  Die  Sekretion  von 
HBeAg  und  HBsAg  in  den 
Zellkulturüberständen  von  Tag  7‐10 





Die  Quantifizierung  der  HBeAg  und  HBsAg  Sekretion  sowie  die  HBc  spezifische  IF   
(Abbildung 3.17. B+C) zeigen, dass die HBV Infektion der Zellen effizient und spezifisch war, 
wobei  die  Spezifität  durch  den  zur  Kontrolle  verwendeten  Eintrittsinhibitor MyrB  gezeigt 
werden kann. Die HDV Infektionen an den verschiedenen Tagen sind sehr konstant; an allen 
Tagen konnten ähnlich viele Zellen mit HDV infiziert werden (Abbildung 3.17. D). Vergleicht 




zwischen den verschiedenen Tagen  sind nicht  zu  sehen.  In diesem Experiment kann keine 



















Kontrolle an  jedem dieser Tage auch Zellen  infiziert wurden, welche  keine  vorherige HDV 





unterschiedlich  effizient waren. Die HBV  Infektion  an  Tag  3  nach HDV  Infektion  ist  durch 
deutlich  höhere  HBe‐  und  HBsAg  Werte  (HBeAg  Index  ca.  300,  HBsAg  ca.  45  IE/ml) 
gekennzeichnet als die HBV Infektion an den anderen beiden Tagen (Tag 1: HBeAg Index ca. 
70, HBsAg ca. 15 IE/ml; Tag 7: HBeAg Index ca. 100, HBsAg ca. 25 IE/ml). Vergleicht man nun 
die  jeweiligen Werte  von  Zellen mit  und  ohne  vorheriger HDV  Infektion  beobachtet man 
einen allgemeinen Trend dahingehend, dass  in Überständen von Zellen mit vorheriger HDV 
Infektion  weniger  HBeAg  und  HBsAg  sezerniert  wurde.  Dieser  Effekt  ist  bei  einer  HBV 
Superinfektion an Tag 3 sowie an Tag 7 nach HDV  Infektion am stärksten ausgeprägt, hier 












infiziert  und  an  Tag  1,  3  oder  7  p.i. mit  HBV  superinfiziert.  Die  Sekretion  von  HBeAg  und  HBsAg  in  den 
Zellkulturüberständen von Tag 7‐10 p.si. wurden mittels ELISA bestimmt (B+C) sowie die Zellen an Tag 10 p.si. 
mit 4 % PFA zur IF fixiert (D). Die HBc Expression wurde außerdem quantifiziert (E). Die Detektionsgrenze der 
HBsAg Messung  lag bei 0,05 IE/ml, die der HBeAg Messung bei einem  Index von 1. Die MxA Detektion  (grün) 
erfolgte mittels  spezifischem  Antikörper  und  die  Detektion  des  HDAg  (rot) mittels  Antikörper‐Färbung mit 
einem HDV‐Serum (GEAO). Vergrößerung: 100‐fach. 
Diese Beobachtung spiegelt sich auch in der IF wider welche zeigt, dass sowohl in Ansätzen 
ohne  als  auch mit  vorheriger HDV  Infektion HBc  positive  Zellen  detektiert wurden. Diese 
befinden  sich weiterhin  in  denselben  hepatozytären  Inseln wie HDAg  positive  Zellen  und 





Immunantwort  die  HBV  Infektion  der  selben  oder  benachbarten  Zellen  nicht  verhindern 
kann. Dennoch  ist auch hier eine Tendenz erkennbar, dass  in Ansätzen mit vorheriger HDV 
Infektion weniger HBc positive Zellen detektierbar sind. Dieser Effekt war erneut bei den an 
Tag  3  nach  HDV  Infektion  mit  HBV  infizierten  Zellen  am  stärksten  ausgeprägt,  was  die 
Quantifizierung der HBc Expression verdeutlicht. 
 
3.12. HDV  induzierte Expression weiterer Marker der angeborenen  Immunantwort 
in HepaRG Zellen oder primären humanen Hepatozyten 
Das  in  Folge  der  HDV  Infektion  exprimierte MxA  ist  ein  später Marker  der  angeborenen 
Immunantwort, was bedeutet, dass dessen  Induktion die Aktivierung einer Reihe weiterer 
Faktoren  voran  geht.  Intrazelluläre  virale  RNA  kann  durch  verschiedene  RNA  Sensoren 





HDV  infizierte  HepaRG‐NTCP  Zellen  wurden  an  Tag  3  oder  6  p.i.  lysiert  und  die  RNA 
extrahiert. Daraufhin  folgte die  reverse Transkription  in  cDNA mit unspezifischen Primern. 




















Die qRT‐PCR ergab, dass die  Infektion mit beiden  Inokuli  zur  Induktion der RNA Sensoren 
führt (Abbildung 3.20.).  In den meisten Fällen (mit Ausnahme von MxA bei der  Inokulation 
mit HDV Patientenserum) kann an Tag 6 p.i. mehr RNA detektiert werden als an Tag 3 p.i. 





3 p.i. und  Tag 6 p.i. Weiterhin  zeigt dieses Ergebnis, dass die  Induktion der untersuchten 
Gene durch die HDV Infektion stärker und vor allem von  längerer Dauer war als eine durch 
IFN‐α  herbeigeführte  Induktion.  Dies  könnte  ein  Hinweis  darauf  sein,  dass  die  hier 















Konzentration  am Nanodrop bestimmt. Anschließend  erfolgte die qRT‐PCR der Gene GAPDH  (als Referenz), 
MxA (A), RIG‐I (B), MDA‐5 (C) und TLR‐3 (D) durch  jeweils spezifische Primerpaare. Als Kontrolle wurden zum 
Einen Zellen mitgeführt, bei denen die HDV Infektion durch MyrB (500 nM) verhindert wurde und zum Anderen 
Zellen, welche  für 72 h mit 100  IE/ml  IFN‐α behandelt wurden. Dargestellt  ist die Menge an RNA Kopien  im 
Vergleich zur Referenz. 
Um die  Induktion der  ISG Expression  zu  verifizieren, wurde  sie mit der gleichen Methode 
auch in PHH untersucht. Auf Grund der geringen Verfügbarkeit dieser Zellen wurde hier nur 
ein  Zeitwert  (Tag  6  p.i.)  und  nur  ein  virales  Inokulum  (HDV  Patientenserum)  gewählt. Als 













MyrB  (500  nM)  kompetiert.  Die  Zellkerne 
wurden  mit  Höchst  angefärbt,  die  MxA 
Detektion  erfolgte  mittels  spezifischem 




Die  qRT‐PCR  der  PHH  zeigte,  dass  auch  hier  die  Infektion  der  Zellen  eine  vermehrte 
Expression der untersuchten  ISG MxA, RIG‐I, MDA‐5 und TLR‐3 zur Folge hatte  (Abbildung 
3.22.). Am meisten RNA konnte mit den RIG‐I spezifischen Primern detektiert werden (über 
12‐mal  mehr  im  Vergleich  zur  uninduzierten  Kontrolle),  wobei  hier  durch  die  virale 
Replikation sogar eine höhere Expression als mit der IFN Behandlung erzielt wurde. Auch die 
MxA  Expression  war  im  Vergleich  zur  uninduzierten  Kontrolle  mehr  als  10‐fach  höher,    
MDA‐5 wurde etwa 8‐fach mehr und TLR‐3 etwa 4,5‐fach mehr detektiert.  In allen  Fällen 




Abbildung  3.22.  Die  Infektion  mit  HDV 
induziert die Expression von MxA, RIG‐I, MDA‐
5  und  TLR‐3  auch  in  PHH.  PHH  wurden mit 
HDV (Serum‐Mix) infiziert und an Tag 6 p.i. zur 
RNA  Aufreinigung  lysiert.  Die  Gesamt‐RNA 
wurde  extrahiert  und  die  Konzentration  am 
Nanodrop bestimmt. Anschließend erfolgte die 
qRT‐PCR der Gene GAPDH (als Referenz), MxA,  
RIG‐I,  MDA‐5  und  TLR3  durch  spezifische 






Die  Ergebnisse  dieses  Kapitels  geben  einen Hinweis  darauf,  dass  die  Erkennung  des HDV 






HepaRG‐NTCP  Zellen  hergestellt,  welche  RIG‐I,  MDA‐5  oder  TLR‐3  kontinuierlich 
überexprimieren. 
 
3.13. Einfluss  der  Überexpression  von  RIG‐I,  MDA‐5  und  TLR‐3  auf  die  HDV 
Replikation 
Im  Folgenden  soll weiter  darauf  eingegangen werden,  über welchen  Signalweg  die  HDV 
induzierte MxA Expression erfolgt. Hierzu wurden verschiedene Zelllinien mit konstitutiver 
Überexpression  von  drei  frühen  Genen  der  angeborenen  Immunantwort  verwendet.  Sie 
kodieren  alle  einen  zytoplasmatischen  RNA‐Sensor,  welcher  virale  dsRNA,  wie  sie  im 






TLR‐3  zu  untersuchen  wurde  zunächst  eine  Zelllinie  ausgesucht,  welche  eine  möglichst 
geringe Immunkompetenz aufweist, damit der Einfluss des überexprimierten Gens so wenig 
wie  möglich  durch  andere  Faktoren  überlagert  wird  und  ein  systemischer  Effekt 
ausgeschlossen werden kann. Daher wurde die Zelllinie HuH7.5 gewählt, welche sich von der 
HuH7 Zelllinie ableitet und sich von dieser durch eine Mutation des RIG‐I unterscheidet. 
Es wurden  verschiedene  Zelllinien  verwendet, welche  den  HBV  und  HDV  Rezeptor  NTCP 
sowie einen der RNA Sensoren RIG‐I, MDA‐5 und TLR‐3 überexprimieren. Die Expression der 
jeweiligen Gene wurde mittels qRT‐PCR überprüft (Abbildung 3.23.). Das Ergebnis zeigt, dass 









Abbildung  3.23.  Überprüfung  der  Expressionslevel  der  verschiedenen  überexprimierten  Proteine.  Die 
verschieden HuH7.5 Zelllinien wurden zur RNA Aufreinigung lysiert. Die Gesamt‐RNA wurde extrahiert und die 
Konzentration  am Nanodrop bestimmt. Anschließend  erfolgte die qRT‐PCR der Gene GAPDH  (als Referenz), 










jedoch nur  sehr  gering  ist. Die MyrB Kontrolle  zeigt, dass die  Infektion  aller  abgebildeten 
HuH7.5 Zelllinien spezifisch war. Zu diesem Experiment wurde keine analoge Quantifizierung 
der HDV RNA Moleküle  infizierter Zellen durchgeführt, da diese Analyse zum Zeitpunkt der 
Durchführung  dieses  Experiments  noch  nicht  etabliert  war.  Allerdings  setzt  die  HDAg 
Expression die RNA Replikation voraus und  ist somit ein  indirekter Marker dafür, das auch 
die Replikation durch die überexprimierten zytosolischen RNA Sensoren unbeeinflusst bleibt. 
Weiterhin wurde  eine MxA  Färbung  angefertigt, wobei  in  keiner  der  Zelllinien  eine  HDV 
induzierte MxA Expression detektiert werden konnte  (Daten nicht gezeigt). Da die HuH7.5 









Abbildung  3.24.  HDV  Infektion  von  HuH7.5‐NTCP 




zur  IF  fixiert.  Als  Kontrolle wurden  Zellen mitgeführt, 
bei  denen  die  Infektion  mit  dem  spezifischen 
Eintrittsinhibitor MyrB  (500 nM) kompetiert wurde. A: 
Die  Zellkerne  wurden  mit  Höchst  angefärbt  und  die 
Detektion  des  HDAg  erfolgte  mittels  Antikörper‐
Färbung mit einem HDV‐Serum  (GEAO). Vergrößerung: 
100‐fach.  B:  Zur  Quantifizierung  wurden  jeweils  10 
zufällig gewählte Bildausschnitte ausgezählt. Die Anzahl 




3.13.2. Einfluss der Überexpression  von RIG‐I oder MDA‐5 auf die HDV  Infektion  in 
HepaRG‐NTCP Zellen 
Nachdem  in HuH7.5‐NTCP  Zellen die  stabile Überexpression  von RIG‐I, MDA‐5 oder TLR‐3 
keinen  Effekt  auf  die  Infizierbarkeit  der  Zelllinien  mit  HDV  oder  die  HDAg  Expression 
beobachtet  wurde,  sollte  im  nächsten  Schritt  untersucht  werden,  ob  sich  dies  auch  in 
HepaRG‐NTCP  Zellen  bestätigt. Wie  bereits mehrmals  erläutert  sind  HepaRG  Zellen  IFN‐
kompetent und stellen (nach PHH) das authentischste in vitro Infektionssystem für HBV und 
HDV  dar.  Die  beiden  Zelllinien  HepaRG‐NTCP‐RIG‐I  und  HepaRG‐NTCP‐MDA‐5  wurden 
zunächst durch lentivirale stabile Transduktion von HepaRG‐NTCP Zellen im Rahmen meiner 
Arbeit  etabliert.  Die  Expression  von  RIG‐I,  MDA‐5  und  NTCP  wurde  mittels  qRT‐PCR 
überprüft  (Abbildung  3.25.). Das  Ergebnis  zeigt,  dass  auch  hier  alle  Zelllinien  das  jeweils 








Abbildung  3.25.  Überprüfung  der  Expressionslevel  von  RIG‐I,  MDA‐5  und  NTCP  in  HepaRG  Zellen.  Die 
verschieden HepaRG Zelllinien wurden zur RNA Aufreinigung lysiert. Die Gesamt‐RNA wurde extrahiert und die 
Konzentration  am Nanodrop bestimmt. Anschließend  erfolgte die qRT‐PCR der Gene GAPDH  (als Referenz), 
MxA, RIG‐I, MDA‐5,(A) und NTCP (B) durch  jeweils spezifische Primerpaare. Als Kontrolle wurden parenterale 
HepaRG Zellen mitgeführt und die Expression auf diese Zellen normiert. 
Diese  Zelllinien  wurden  mit  rekombinant  hergestelltem  HDV  infiziert  und  an  Tag  6  p.i. 
analysiert.  Betrachtet  man  zunächst  die  HDAg  Expression  und  die  dazugehörige 
Quantifizierung  sieht  man,  dass  auch  diese  Zelllinien  in  vergleichbarer  Weise  mit  HDV 
infiziert  werden  konnten  (Abbildung  3.26.  A+B).  Dies  wird  auch  durch  die  quantitativ 
aussagekräftigere  qRT‐PCR  Analyse  der  HDV  RNA  bestätigt  (Abbildung  3.26.  C).  Bei 
genauerer  Betrachtung  erscheint  es,  dass  die  HDV  Replikation  in  HepaRG‐NTCP‐MDA‐5 
Zellen leicht erhöht zu sein scheint, allerdings war dies nicht signifikant und konnte auch bei 























infizierten  Zellen  ist  in  %  der  Gesamtzellzahl  angegeben.  C:  Die  Gesamt‐RNA  wurde  extrahiert  und  die 
Konzentration am Nanodrop bestimmt. Anschließend erfolgte die Umschreibung  in cDNA sowie die qPCR der 




Nachdem  gezeigt werden  konnte,  dass  die  Infektion  von  Hepatozyten mit  HDV  von  PRR 











Für  dieses  Experiment  habe  ich  zunächst  die  beiden  HDAg  mit  Hilfe  des  HDV‐
replikationskompetenten  Plasmids  pJC126  kloniert.  Da  während  der  HDV  Replikation 
zunächst nur das HDsAg synthetisiert wird und die Synthese des HDlAg erst nach einer RNA‐
Editierung  erfolgen  kann  (vgl.  Kapitel  1.3.4.),  waren  unterschiedliche  Amplifizierungs‐
strategien notwendig. Die Klonierung des HDsAg erfolgte mit Primern, welche an Anfang und 
Ende des offenen Leserasters des HDsAg binden. Zur Klonierung des HDlAg war eine Zwei‐
Stufen‐Klonierung mit Mutagenese  notwendig,  da  das  in  der  Sequenz  enthaltene  Stopp‐




Plasmid  transfiziert  (Abbildung  3.27.).  Als  Kontrolle  wurden  Zellen  mitgeführt,  welche 
entweder  mit  dem  Plasmid  pcDNA3.1‐GFP  oder  dem  Plasmid  pJC126,  welches  die 
vollständige  HDV  Erbinformation  enthält  und  die  komplette  HDV  Replikation  ermöglicht, 
transfiziert wurden. Die Analyse erfolgte an Tag 5 nach Transfektion und zeigt, dass durch 
die  Transfektion  der  Zellen mit  keinem  der  verwendeten  Plasmide  eine  im Western  Blot 
detektierbare MxA Expression  induziert werden  konnte  (Abbildung  3.27. A). Als Kontrolle 
wurden Zellen für 72 h mit  IFN‐α behandelt, um eine MxA Expression zu  induzieren. Die  IF 



















2xSDS  Probenpuffer  lysiert  und mittels  SDS‐PAGE  (12 %‐iges  Trenngel)  und  anschließendem Western  Blot 
analysiert.  Zur  GAPDH  Detektion  wurde  ein  spezifischer  Antikörper  verwendet,  für  die  MxA  und  HDAg 




















3.15. Analyse  der  in  vitro  und  in  vivo  PräS1  sowie  in  vivo  IFN‐α  Aktivität  von 
HBVpräS1‐IFN‐α Fusionsproteinen 
In den nachfolgenden Kapiteln möchte ich die Ergebnisse eines weiteren Projekts darstellen, 
bei  welchem  ich  meine  Diplomarbeit  fortsetze  und  ergänze.  Während  dieser  habe  ich 
verschiedene  Fusionsproteine  hergestellt,  welche  sich  aus  den  N‐terminalen  48  AS  der 
HBVpräS1  Domäne,  einem  murinen  oder  humanen  IFN‐α  sowie  einem  C‐terminalen      
6xHis‐Tag  zusammensetzen  (Filzmayer,  2009).  Hierbei  sollte  das  HBVpräS1‐vermittelte 
Lebertargeting genutzt werden, um das daran fusionierte IFN‐α zur Leber zu transportieren, 
um somit eine verstärkte hepatotrope Wirkung und weniger Nebenwirkungen des IFN‐α zu 
erzielen.  Neben  der  wt  Sequenz  des  HBVpräS1  wurden  außerdem  PräS1  Sequenzen 
verwendet, welche durch eine Punktmutation (G2A oder L11R) nicht mehr an Hepatozyten 










als  das  PräS1  und  auch  etwas  größer  als  IFN,  nicht  beeinflusst wurde  (Filzmayer,  2009). 
Allerdings  fehlte  noch  ein  Experiment,  welches  die  infektionsinhibitorische Wirkung  der 
HBVpräS1‐IFN  Fusionsproteine  zeigt.  Daher  wurde  nun  untersucht,  ob  die  HBVpräS1 
Domäne der Fusionen die HDV  Infektion von HepaRG‐NTCP Zellen  inhibieren kann. Hierzu 
wurden  die  Zellen  mit  den  Fusionsproteinen  PräS/2‐48myr‐roGFP,  PräS/2‐48myr‐mIFN‐α2, 




welche  mit  500  nM  MyrB  behandelt  wurden,  wodurch  die  HDV  Infektion  vollständig 
blockiert wurde. Die Fusionen mit der wt Sequenz (PräS/2‐48myr) konnten die HDV Infektion 
um bis  zu 85 %  inhibieren, was auf ein  funktionales HBVpräS1 hinweist. Allerdings wurde 
auch  bei  der  Verwendung  der  an mIFN‐α  fusionierten  PräS1‐Mutanten  eine  verminderte 
HDV Infektion beobachtet, welche jedoch nur um etwa 50 % war. Eine IF von HepaRG‐NTCP 
Zellen, welche 72 h mit den mIFN‐α Fusionen behandelt wurden ergab, dass hierbei die MxA 











mit  den  indizierten  HBVpräS‐Fusionsproteinen  30  min  vorinkubiert  und  anschließend  in  Anwesenheit  der 
Fusionen mit HDV infiziert. Als Kontrolle wurden Zellen mitgeführt, welche mit 500 nM MyrB inkubiert wurden. 
A: An Tag 6 p.i. wurden die Zellen mit 4% PFA zur IF fixiert. Die Zellkerne (blau) wurden mit Höchst angefärbt, 














3.15.2.  In  vivo  Analyse  der  in  Sf9  Zellen  exprimierten  HBVpräS‐mIFN‐α2 
Fusionsproteine 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die HBVpräS1 Fusionsproteine mit der  in vitro HDV 
Infektion  interferieren, wurde  im nächsten Schritt untersucht, ob die Fusionen  in vivo eine 
MxA  Induktion  verursachen  können und ob die  Fusionen ein HBVpräS‐vermitteltes  Leber‐
Targeting  aufweisen.  Hierzu  wurden  zunächst  Mäuse  verwendet,  welche  stabil  das 
Luziferase‐Gen unter Kontrolle des Mx2‐Promotors exprimieren (Pulverer, Rand et al., 2010). 
Diesen Mäusen wurde intravenös (i.v.) 150 IE PräS/2‐48myr‐mIFN‐α2, PräS/1‐48G2A‐mIFN‐α2 
oder  rek.  mIFN‐α4  injiziert.  Als  Kontrolle  wurde  eine  vergleichbare  Verdünnung  des 
Konstrukts PräS/2‐48myr‐roGFP  injiziert. Abbildung  3.29.  zeigt, dass die Konstrukte PräS/2‐
48myr‐mIFN‐α2  und  PräS/1‐48G2A‐mIFN‐α2  eine  Mx2‐Promotor  Aktivierung  bewirkten, 
welche  ihr Maximum zwischen 3 und 6 h erreichte. Auch das rek. mIFN‐α4  induzierte eine 
Aktivierung des Mx2‐Promotors, welche  jedoch weniger  stark  ausgeprägt war  als bei den 
Fusionen.  Die  PräS/2‐48myr‐roGFP  Fusion  hingegen  führte  zu  keiner  Induktion  des  Mx2‐
Promotors, was  die  Spezifität  der  Induktion  durch  den mIFN‐α2  Teil  der  Fusionsproteine 
zeigt.  Die  Mx2‐Promotor  Aktivierung  durch  mIFN‐α  wurde  bei  allen  verwendeten  IFN 
hauptsächlich  in der Leber detektiert. Diese Leberspezifität der Mx2‐Luc Induktion nach  i.v. 









durch  HBVpräS1‐Fusionen  in  Reporter 
Mäusen.  Mx2‐Luc‐Reporter  Mäuse  wurden 
mit  den  angegebenen  Fusionsproteinen  i.v. 
injiziert, wobei die  jeweils  applizierte Menge 
eine mIFN‐α Aktivität von 150  IE aufwies.  Im 
Falle  der  roGFP  Fusion  wurde  eine 
vergleichbare  Verdünnung  verwendet.  Die 









durch  PräS1  Fusionen  in  wt  Mäusen  mit 
Mx2‐Luc  exprimierenden  Splenozyten.  Wt 
Mäuse wurden  i.v. mit Splenozyten der Mx2‐
Luc‐Reporter Mäuse  injiziert und 24 h  später 
mit  den  angegebenen  Fusionsproteinen  i.v. 
injiziert, wobei die  jeweils  applizierte Menge 
eine mIFN‐α Aktivität von 150  IE aufwies.  Im 
Falle  der  roGFP  Fusion  wurde  eine 
vergleichbare  Verdünnung  verwendet.  Die 
Luziferaseaktivität  wurde  vor  der  IFN‐α 








Um  das  HBVpräS‐vermittelte  Leber‐Targeting  zu  analysieren,  wurden  im  Folgenden  wt 
Mäuse  verwendet,  welche  zunächst  i.v.  mit  Splenozyten  der  Mx2‐Luc‐Reporter  Mäuse 
injiziert  wurden.  Hierdurch  erhielt  man  Mäuse,  bei  welchen  die  Mx2‐Luc‐Reporter 
Aktivierung  ausschließlich  in  der  Milz  und  in  lymphatischen  Geweben  erfolgen  kann. 
Theoretisch sollte die PräS/2‐48myr‐mIFN‐α2 Fusion, sofern sie durch den Lebertropismus der 
wt  PräS1‐Sequenz  in  der  Leber  angereichert  wird,  hier  eine  deutlich  schwächere 
Reportergen‐Aktivierung als die PräS/1‐48G2A‐mIFN‐α2 Fusion induzieren. 
Diesen Mäusen wurde 24 h nach Transfer der Splenozyten i.v. 150 IE PräS/2‐48myr‐mIFN‐α2, 
PräS/1‐48G2A‐mIFN‐α2  oder  rek.  mIFN‐α4  injiziert.  Als  Kontrolle  wurde  erneut  eine 




48myr‐roGFP  keine  Promotor‐Aktivierung  bewirkte  (Abbildung  3.30.).  Dass  sowohl  das 
HBVpräS1 mit wt‐Sequenz  als  auch das PräS mit Mutation den MxA Promotor  induzieren 




3.16. Expression  von  HBVpräS‐IFN  Fusionen  in  E.  coli  und  funktionelle  in  vitro 
Analyse  










huIFN‐λ  oder  mIFN‐λ  enthalten.  Die  HBVpräS‐IFN‐λ  Fusionen  sind  aus  zwei  Gründen 
interessant.  Zum  einen  ist  IFN‐λ normalerweise hautsächlich  in  Epithelzellen  aktiv,  sodass 
durch  das  HBVpräS‐vermittelte  leberspezifische  Targeting  eine  hepatozytäre  Aktivität  des 












(Daten nicht  gezeigt),  jedoch wurden die  Fusionen nicht  aufgereinigt oder bezüglich  ihrer 






und  Inkubation für 1 h bei 37 °C,  Induktion der NMT Expression durch  IPTG für 30 min bei   









Abbildung  3.31.  Nachweis  der  vollständigen  Myristoylierung.  Western  Blot 
Analyse  der  Lysate  eines  myristoylierten  neben  einem  nicht‐myristoylierten 
Fusionsprotein.  Beide  Fusionsproteine  wurden  im  E.  coli  Expressionssystem 
generiert. 
 
Das  homogenisierte  Lysat  wurden  filtriert  und  mit  Hilfe  des  Äkta  Purifiers  zunächst  in 




mM  entspricht  (Abbildung  3.32.  A).  Im  Anschluss wurden  die  Elutionsfraktionen  6  bis  8 














myristoylierten  Fusionen wurden  zunächst mittels  Affinitätschromatographie  für  das  C‐Terminale  6xHis‐Tag 
aufgereinigt. Die Analyse erfolgte mittels Coomassie‐Färbung und Western Blot gegen das PräS1‐Peptid  (rot) 
sowie  den  6xHis‐Tag  (grün).  B: Die  Elutionsfraktionen  6,  7  und  8  der Affinitätschromatographie wurden  im 




Die  mittels  Affinitäts‐  und  Größenausschluss‐Chromatographie  aufgereinigten 
Fusionsproteine wurden  im  Folgenden  bezüglich  ihrer  IFN  Aktivität  untersucht.  Zunächst 
wurde  ein  antiviraler  Assay  zur  Bestimmung  der  spezifischen  IFN  Aktivität  durchgeführt. 
Hierzu wurden die  IFN‐sensitiven Zelllinien L929  (für Konstrukte mit mIFN) oder A549  (für 
Konstrukte mit  huIFN) mit  den  Fusionen  inkubiert  und  anschließend mit  EMCV  infiziert, 
wobei es sich um ein  lytisches Virus handelt. Die Aktivität der  IFN wurde anhand der  IC50, 
also  der  Menge  an  Fusionsprotein,  bei  welcher  50  %  der  Zellen  vor  der  Virusinfektion 
geschützt waren, ermittelt (Tabelle 3.1. und Tabelle 3.2.). Das Ergebnis zeigt, dass bei den 
Fusionen mit mIFN‐α  oder mIFN‐λ mit  Ausnahme  der  Fusion  PräS/1‐48G2A‐mIFN‐α  eine 











präS  Fusionspartner  Expression in: Antivirale Aktivität [IE/µl] 
2‐48myr  mIFN‐α E. coli 4,6
1‐48/G2A  mIFN‐α E. coli 638.950
2‐48myrL11R  mIFN‐α E. coli 39
1‐48/G2A  mIFN‐λ E. coli neg.
2‐48myr  roGFP E. coli neg.
2‐48myr  mIFN‐α Sf9 Zellen 2.130.670




PräS  Fusionspartner  Expression in Antivirale Aktivität [IE/µl] 
2‐48myr  huIFN‐α  E. coli 2,6
1‐48G2A  huIFN‐α  E. coli 20




Als  nächstes wurde  untersucht,  ob  die  Fusionen mit  huIFN  die  STAT‐1  Phosphorylierung 
sowie  die MxA  Expression  in  HepaRG  Zellen  induzieren  können.  Hierzu wurden  HepaRG 















Abbildung  3.33.  STAT‐1  Phosphorylierung  und  MxA 
Expression  induziert  durch  in  E.  coli  exprimierte 
Fusionsproteine.  HepaRG‐NTCP  wurden  für  72  h  mit 
jeweils  100µl  des  indizierten  Fusionsproteins  inkubiert 
und  anschließend  mit  2xSDS‐Probenpuffer  lysiert.  Als 
Kontrolle wurden Zellen mitgeführt, welche mit 100 IE/ml 
IFN‐α oder 10 ng/ml IFN‐λ behandelt wurden. Die Analyse 
der  STAT‐1  Phosphorylierung  und  MxA  Expression 
erfolgte  mittels  Western  Blot  und  spezifischem 
Antikörper. 
 




gleicher Weise wie das  rek.  IFN‐α  inhibieren konnten, wohingegen die  roGFP Fusion keine 
antivirale Aktivität aufwies (Abbildung 3.34.). Allerdings war auch in diesem Assay die Fusion 
mit mIFN‐λ nicht oder nur sehr schwach antiviral aktiv.  
Abschließend  kann man  zu  diesem  Teil  feststellen,  dass  die  Expression  der  Fusionen  im 
prokaryotischen  System  keine  Erhöhung  der  Ausbeute  bewirkte,  sondern  vielmehr 
verringerte. Die aufgereinigten Fusionen waren deutlich geringer aktiv als die aus Sf9 Zellen. 









wurden  für  24  h  mit  50  µl/ml  rek.  IFN‐α4  oder  100  µl/ml  der  indizierten  Fusionsproteine  inkubiert  und 























HDV  suszeptible  Zellkultursystem  dar.  Daher  wurde  diese  Zelllinie  in  den  meisten  hier 
gezeigten Experimenten  verwendet. Seit kurzem gibt es nun weitere Zelllinien, welche eine 
HBV  oder  HDV  Infektion  erlauben.  Hierbei  handelt  es  sich  um  die  humanen 
Hepatomzelllinien HuH7, HuH7.5  und HepG2, welche NTCP  nach  lentiviraler  Transduktion 
konstitutiv  exprimieren  und  damit  suszeptibel  für  die  Infektion werden  (Ni,  Lempp  et  al., 
2013). Auch diese wurden in meine Arbeit mit einbezogen.  
 
4.1. Charakterisierung  der  HBV  und  HDV  suszeptiblen  Zelllinien  bezüglich  ihrer 
Sensitivität gegenüber IFN‐α und IFN‐λ 
Um zu überprüfen, ob es sich bei allen oben genannten Zelllinien um geeignete Systeme zur 
Untersuchung  von  Reaktionen  der  angeborenen  Immunantwort  handelt,  wurden  sie 
zunächst  hinsichtlich  ihrer  Sensitivität  gegenüber  einer  Stimulierung mit  IFN‐α  oder  IFN‐λ 
charakterisiert. Bei der Stimulierung von HepaRG Zellen mit IFN‐α oder IFN‐λ genügten 100 
IE/ml IFN‐α oder 10 ng/ml IFN‐λ, um eine STAT‐1 Phosphorylierung und Translokation in den 
Zellkern als  frühen Marker der  IFN Antwort  innerhalb weniger Minuten bis Stunden sowie 
eine MxA Expression nach 24 bis 72 h  zu  induzieren  (Abbildung  3.1. A und B).  Zu dieser 
Zelllinie gibt es keine Referenzwerte  in der Literatur, mit denen man die hier verwendeten 
IFN‐Konzentrationen vergleichen könnte, allerdings wurde  in meinen Experimenten  in PHH 
eine  vergleichbare  Induktion  der MxA  Expression mit  den  gleichen  Konzentrationen  und 
Inkubationszeiten von  IFN‐α erzielt. Dies bedeutet, dass die Sensitivität der HepaRG Zellen 
gegenüber  IFN‐α mit der der PHH vergleichbar  ist, was  ihre Verwendung zur Untersuchung 
der  IFN Antwort befürwortet. Bei der Behandlung von HuH7‐NTCP und HepG2‐NTCP Zellen 
wird  hingegen  deutlich,  dass  hier  größere Mengen  von  100  bis  500  IE/ml  IFN‐α  benötigt 











kurz  nach  Zytokinzugabe  beginnt  und  nach  30 min  vollständig  abgeschlossen  ist.  In  der 
Immunfluoreszenz‐Analyse wird deutlich, dass sich das Protein 1 h nach IFN‐Zugabe bereits 
im Zellkern detektieren lässt, wo es als Transkriptionsfaktor die Expression diverser ISG, wie 







Hepatozyten  ersetzt wurden,  nach  12  h  zu  finden  ist  (Lutgehetmann,  Bornscheuer  et  al., 
2011),  wozu  die  Detektion  des  Proteins  ab  16  h  nach  Behandlung  gut  passt.  Auch  das 
Expressionsmuster  der  beiden  untersuchten  Proteine  (Abbildung  3.2.)  ist mit  dem  in  der 
Literatur  beschriebenen  vergleichbar.  Phosphoryliertes  STAT‐1  befindet  sich  im  Zellkern 
(Lutgehetmann,  Bornscheuer  et  al.,  2011),  während  MxA  zytoplasmatisch  lokalisiert  ist 
(Chieux, Chehadeh et al., 2001). Des Weiteren konnte bei den hier verwendeten Zelllinien 
HepaRG, HuH7 und HepG2 sowie den PHH eine MxA‐Expression in allen Zellen eines Napfes 




In  der  Vergangenheit  wurde  anhand  von  adenoviraler,  leberspezifischer  Expression  der    




sondern  durch  einen  anderen  Mechanismus  erfolgt.  In  einer  weiteren  Veröffentlichung 
konnte  gezeigt werden,  dass  die  IFN‐α  Inkubation HBV  transfizierter HepG2  Zellen  sowie 
HBV  infizierter  humanisierter  uPAscid‐Mäuse  die  virale  Replikation  inhibiert,  indem  die 
Transkription  der  prägenomischen  RNA  sowie  der  subgenomischen  RNA  von  der  cccDNA 
reduziert wird (Belloni, Allweiss et al., 2012). Die Menge an cccDNA Molekülen blieb hierbei 
unverändert.  In  dieser  Arbeit  konnte  nun  erstmals  in  einem  Zellkulturmodell  mit 
authentischer  viraler  Infektion  und  cccDNA  abhängiger  HBV  Replikation  eine 
Infektionsinhibition  von  HBV  sowie  HDV  durch  IFN‐α  bestätigt  werden.  Darüber  hinaus 
wurden Faktoren wie Beginn und Dauer der IFN Inkubation, IFN‐Konzentration oder Menge 
der HBV Genomäquivalente  je Zelle ermittelt, welche eine  IFN‐Therapie begünstigen oder 
abschwächen  sowie der Einfluss  von  IFN‐λ  auf die HBV und HDV  Infektion untersucht.  So 





bereits  niedrige  Konzentrationen  von  50  bis  100  IE/ml  IFN‐α  oder  5  bis  10  ng/ml  IFN‐λ 
genügen, um die Infektionen mit HBV oder HDV um bis zu 90 % zu inhibieren (Abbildung 3.3. 




Außerdem  wurde  deutlich,  dass  der  Zeitpunkt  des  Inkubationsbeginns  mit  IFN‐α 
entscheidend  für  den  Erfolg  ist  (Abbildung  3.4.).  Hier  wird  gezeigt,  dass  die  effektivste 
Inhibition der HBV oder HDV  Infektion durch eine  IFN Behandlung erfolgt, wenn man die 
Zellen mit dem  jeweiligen  Zytokin  vorinkubiert, was darauf hinweist, dass ein  sehr  früher 
Schritt der viralen Replikation, entweder direkt nach Eintritt des Virus in die Zelle oder sogar 




infizierten  Patienten  mit  IFN  auf  eine  Reduktion  der  permanent  stattfindenden 
Neuinfektionen  zurückzuführen  ist. Die Ergebnisse meiner Experimente weisen darauf hin, 
dass genau dies der Fall sein könnte. Die Inkubation der Zellen mit IFN‐α scheint den Zellen 
einen  antiviralen  Status  zu  verleihen,  welcher  die  beginnende  virale  Replikation  und 
Translation  inhibiert. Sobald  jedoch die virale Replikation  in einer Zelle etabliert  ist,  ist sie 
durch die Behandlung mit IFN nur noch vergleichsweise gering zu beeinflussen. Die HBV und 
HDV  Infektion  konnte  auch  durch  eine  Co‐Inkubation  signifikant  inhibiert  werden, 
wohingegen bei der HDV Infektion durch eine Behandlung, welche nur 24 Stunden nach der 
Infektion begonnen wurde, der  Effekt  schon deutlich  schwächer war.  Für  eine präventive 
HBV  Therapie  ist  IFN  wegen  seiner  Nebenwirkungen  nicht  oder  nur  wenig  geeignet. 
Allerdings könnte die Behandlung bereits HBV  infizierter Patienten einen doppelten Effekt 
haben und nicht nur die HBV  Infektion  reduzieren  sondern auch einer Super‐Infektion mit 
HDV vorbeugen. Außerdem scheint die inhibitiorische Wirkung des IFN auf die HBV Infektion 
reversibel  zu  sein,  da  eine  vorzeitige  Beendigung  der  IFN  Zugabe  dazu  führte,  dass  die 
Menge an sezerniertem HBeAg und HBsAg wieder zunahm (Abbildung 3.5.). Dieses Resultat 
steht  im  Kontrast  zu  den  Daten  einer  erst  vor  kurzem  erschienen  Veröffentlichung  der 
Gruppe von U. Protzer worin postuliert wird, dass die HBV Replikation nach Beendigung der 
IFN  Zugabe  nicht  wieder  zunimmt  (Lucifora,  Xia  et  al.,  2014).  Allerdings  wurde  in  der 
Publikation die IFN Zugabe erst an Tag 10 p.i. begonnen und dann nach 3, 7 oder 10 Tagen 
wieder beendet, weswegen ein direkter Vergleich mit meinen daten nicht möglich ist. 












könnte erklären, warum hier die Wirkung des  IFN‐α geringer  ist.  Im Gegensatz dazu wurde 
die  HBsAg  Sekretion  unabhängig  von  der  HBV MGE  um  ca.  75  %  reduziert.  Die  HBsAg 
Sekretion gilt als Marker der transkriptionalen Aktivität der cccDNA, von welcher nur wenige 
Moleküle je Zelle vorliegen. Mein Ergebnis bestätigt die bereits von Belloni et al. erläuterte 
Annahme, dass die  transkriptionale Aktivität der cccDNA durch  IFN reduziert wird  (Belloni, 
Allweiss et al., 2012).  
Ein weiterer Aspekt dieses Resultats ist, dass bei der Verdünnung des Inokulum von 1:10 bei 
der  IF  eine HBc  Expression  in  ca.  10 % der  Zellen detektiert werden  konnte  (Daten nicht 
gezeigt).  Dies  entspricht  der  üblichen  Infektionsrate  von  HepaRG  Zellen,  weswegen  sich 





ist,  kann  von  einer  vollständigen Heilung  gesprochen werden. Dies wird  vor  allem  daran 
deutlich,  dass  es  Patienten  gibt, welche  im  Laufe  einer  chronischen  Infektion HBeAg  und 
HBsAg negativ werden, allerdings überdauert die cccDNA in ihren Hepatozyten, wodurch sie 
zu  einem  späteren  Zeitpunkt  erneut  HBeAg  und  HBsAg  positiv werden  können  (Krastev, 
2006).  
In Folge einer IFN‐α Therapie wurde bei chronisch infizierten Patienten beobachtet, dass die 




geringfügig  reduziert wird  (Belloni, Allweiss  et  al.,  2012).  Im HepaRG  System  können  nur 
etwa   5‐10 % der differenzierten Zellen  infiziert werden und es  ist von etwa 2  ‐ 5 cccDNA 
Moleküle je infizierter Zelle auszugehen (Hantz, Parent et al., 2009). Da die Detektionsgrenze 
des  Southern Blots  in meinen  Experimenten bei 106 Molekülen  lag würde dies bedeuten, 
dass man  je Wert mindestens  108  Zellen  benötigen würde. Dies  ist  praktisch  nur  schwer 
durchführbar, weswegen  ich  auf  die HepAD38  Zelllinie  ausgewichen  bin.  In  diesen  Zellen 
kann  die  prägenomische HBV  RNA  über  einen  Tetrazyklin‐abhängigen  Promotor  induziert 
werden und HBV über die cccDNA replizieren (Ladner, Otto et al., 1997). Natürlich handelt es 







cccDNA  spätestens nach 72 h wieder detektierbar  ist  (Abbildung  3.6.). Dies  geht mit den 
Resultaten von Belloni et al. einher welche zeigten, dass die Menge an cccDNA Molekülen je 
Zelle  in humanisierten, chimären Mäusen durch die Behandlung mit  IFN‐α nicht beeinflusst 
wird  (Belloni,  Allweiss  et  al.,  2012).  Ob  eine  längerfristige  Inkubation  mit  täglicher  IFN 
Zugabe  die  Anzahl  an  cccDNA  Molekülen  dauerhaft  reduzieren  kann,  wurde  hier  nicht 
eindeutig  geklärt.  Im  Gegensatz  hierzu  steht  jedoch  eine  aktuelle  Publikation  in welcher 





welche ebenfalls  in allen  IFN‐α behandelten  reduziert war, allerdings war die Wirkung des 
IFN‐α deutlich abgeschwächt, wenn es dem Medium nur für 3 Tage zugesetzt wurde. Daher 
halte  ich  es  nicht  für  ausgeschlossen,  dass man  bei  einer Messung  der  cccDNA  zu  einem 




HBV  wurde  in  der  Literatur  als  „stealth  virus“  (engl.,  verdecktes,  heimliches  Virus) 
beschrieben, welches  nach  einer  akuten  Infektion  von  Schimpansen  keine  Induktion  der 
Marker  der  angeborenen  Immunantwort  (CD3,  IFN‐γ,  oder  2′5′‐Oligoadenylat‐Synthetase) 
induzierte  (Wieland,  Thimme  et  al.,  2004).  In  chimären  Mäusen,  deren  Leber  mit  PHH 
repopularisiert wurde, wurde gezeigt, dass die IFN‐α vermittelte Induktion von Markern der 
angeborenen  Immunantwort  (u.a. MxA,  2′5′‐Oligoadenylat‐Synthetase)  in  HBV  infizierten 
Mäusen deutlich geringer war als  in uninfizierten Mäusen  (Lutgehetmann, Bornscheuer et 
al.,  2011).  Außerdem  fand  in  HBV  infizierten  Mäusen  keine  IFN‐α  induzierte  STAT‐1 
Translokalisation in den Zellkern mehr statt. 
In meiner Arbeit habe  ich  zunächst untersucht, ob  in HBV  infizierten HepaRG Zellen noch 
eine  IFN vermittelte MxA Expression  induziert werden kann  (Abbildung 3.12.). MxA diente 
hierbei als Marker einer Typ I oder Typ III IFN‐Antwort, welche über den JAK/STAT Signalweg 





zeigt, dass die  Transduktion  von HepaRG  Zellen,  aber nicht  von HepG2  Zellen, mit  einem 
BAC‐HBV  zur  Induktion  einer  Typ‐I  IFN  Antwort  führt  (Lucifora,  Durantel  et  al.,  2010). 












zuerst mit HBV  infiziert und  im Anschluss mit  IFN behandelt wurde (Abbildung 3.12.). Dies 




geringer MxA  Expression  zu beobachten  ist  (Bauhofer, Ruggieri et  al., 2012). Die Autoren 
kommen zu dem Schluss, dass die Fähigkeit eine antivirale Immunantwort auszulösen nicht 
in  allen  Zellen  gleich  stark  ausgeprägt  ist  und  HCV  die  naturgegebene  stochastische 
Verteilung  dieser  Fähigkeit  ausnutzt  und  nur  in  Zellen  mit  schwacher  Immunantwort 
repliziert.  Da  jedoch  uninfizierte  HepaRG  Zellen  alle  in  gleicher  Weise  auf  eine  IFN 
Behandlung  reagieren,  scheint  im  Falle  einer  HBV  Infektion  ein  aktiver  Mechanismus 








exprimieren.  Dies  war  jedoch  nicht  der  Fall,  denn  es  konnten  keine  Zellen  beobachtet 
werden, in welchen sowohl HBc als auch MxA detektiert wurde. 
Ob  die  Expression  von  HBc  oder  einem  anderen  HBV  Protein  die  IFN‐vermittelte  MxA 
Induktion  inhibiert,  wurde  in  Kapitel  3.4.  detaillierter  untersucht.  Die  IFN  Stimulierung 
verschiedener HepaRG Zelllinien mit stabiler Expression von HBs, HBl, HBc oder HBpol sowie 





nicht  bestätigt.  Gruffaz  hat  in  ihren  Experimenten  allerdings  die  Zellen  nicht  mit  IFN‐α 
stimuliert sondern mit einem TLR‐3 Liganden. Dieser  induziert mehrere Signalkaskaden der 








HepaRG  Zellen  mit  stabiler  HBc  Expression  ergab  jedoch,  dass  diese  in  allen  Zellen 
gleichermaßen  induziert werden  konnte  (Abbildung  3.10.).  Eine weitere  Erklärung  dafür, 
dass  in  meinen  Experimenten  keine  Inhibition  der  IFN‐Antwort  durch  HBV  festgestellt 
werden  konnte  liefert  eine  kürzlich  erschienene  Publikation  von  Allweiss  et  al.  welche 
beschreibt,  dass  eine  Inhibition  der  IFN‐induzierten  Aktivierung  der  <angeborenen 
Immunantwort durch eines der HBV Proteine nur bei der Verwendung von nicht‐pegyliertem 
IFN‐α beobachtet werden kann  (Allweiss, Volz et al., 2013). Da  ich  jedoch  stets PEG‐IFN‐α 
verwendet habe, welches deutlich stabiler ist, konnte die Immunantwort der Zelle durch die 






die  Beobachtung,  dass  die  HBV  Infektion  zu  keiner  detektierbaren  Induktion  der  MxA 
Expression  führt. Auch eine effektive  Infektion mit einer hohen  Sekretionsrate  von HBsAg 
und HBeAg bewirkte keine detektierbare MxA Expression  (Abbildung 3.16.). Die  Inhibition 
der  Immunantwort  durch  HBV  wurde  außerdem  durch  das  Experiment  in  Kapitel  3.10. 
bestätigt welches zeigt, dass nicht nur die  infizierte Zelle  in  ihrer  Immunantwort gehemmt 
wurde, sondern scheinbar auch die Zellen in ihrer Umgebung, da die HDV Infektion in keiner 




längeren  Zeitraum  hinweg  zu  bestehen,  da  die  HDV  Infektion  auch  dann  keine  MxA 
Expression  induzierte, wenn die vorangegangene HBV  Infektion schon 7 Tage her war. Um 
auszuschließen,  dass  der  hier  beobachtete  Effekt  durch  das  HBV  Inokulum  oder  die 
Infektionsprozedur hervorgerufen wird, wurde  ein  Experiment durchgeführt, bei welchem 
die HBV Infektion durch MyrB kompetiert wurde und anschließend mit HDV  infiziert wurde 
(Daten  nicht  gezeigt).  Allerdings  stellte  sich  dabei  heraus,  dass  die  MyrB  vermittelte 
Eintrittsinhibition  auch  die HDV  Infektion mehrere  Tage  nach  der MyrB  Inokulation  noch 
deutlich beeinträchtigte, weswegen dieses Experiment keine Rückschlüsse auf die Spezifität 
der HBV vermittelten Inhibition der MxA Expression zuließ.  
Im  Falle  einer  HDV  Infektion  wurde  kein  Einfluss  auf  das  durch  IFN  induzierte 
Expressionsmuster  von MxA  beobachtet. Genau wie  im  zweiten  Experiment  dieser Arbeit 
(Abbildung  3.2.)  ist  hier  die MxA  Expression  in  allen  Zellen  sehr  einheitlich  ausgeprägt 












von  über  48  h  gewählt  (Ronni, Melen  et  al.,  1993). Dies  ermöglicht  eine  Integration  des 
durch  die  virale  Infektion  induzierten  Signals  und  vereinfacht  die  experimentelle 
Durchführung,  da  die  Detektion  über  einen  längeren  Zeitraum  hinweg  möglich  ist.  Als 
Kontrolle wurde  die HDV  Infektion  durch  den  Eintrittsinhibitor MyrB  inhibiert  (Abbildung 
3.14.  B), welcher  an NTCP,  den  zellulären Rezeptor  von HBV  und HDV,  bindet  und  somit 
verhindert, dass das Virus an diesen binden und in die Zelle gelangen kann. Dies verdeutlicht, 
dass zur Induktion der MxA Expression tatsächlich ein Infektionsereignis oder zumindest die 





IFN‐kompetentes  System  handelt,  welches  in  der  Lage  zu  sein  scheint  auf  eine  virale 
Infektion  mit  der  autogenen  Produktion  von  Immunmodulatoren  zu  reagieren.  Bei  der 
Wiederholung des Experiments in HuH7‐NTCP sowie HepG2‐NTCP Zellen wird deutlich, dass 
HepG2  Zellen ebenfalls  IFN‐kompetent erscheinen und  autogen  Zytokine exprimieren und 
sezernieren  können  (Abbildung  3.15.).  Dies  ist  bei  HuH7  nicht  der  Fall, was  die  aus  der 
Literatur bekannte Sachlage bestätigt (Keskinen, Nyqvist et al., 1999). Bei HepG2 Zellen war 
dies  nicht  ganz  klar,  Keskinen  et  al.  beschreiben,  dass  sie  ebenfalls  keine  antivirale 




IFN‐γ hingegen  als  schwacher.  Es wurden  Experimente durchgeführt,  in welchen  versucht 
wurde, die sezernierte Menge der Zytokine IFN‐α, IFN‐β oder IFN‐λ in HDV infizierten Zellen 
zu  bestimmen.  Allerdings  war  die  Menge  aller  untersuchten  Zytokine  stets  unter  dem 
Detektionslimit (Daten nicht gezeigt). Dies könnte auf die geringe Stabilität der Proteine  im 






















z.B.  für  die  Detektion  des  Paramyxovirus  oder  des  Influenza  Virus  verantwortlich  ist, 
während MDA‐5  für  die  Erkennung  des  Picornavirus  essentiell  ist  (Kato,  Takeuchi  et  al., 
2006) und   TLR‐3 unter anderem maßgeblich an der Detektion des Dengue Virus beteiligt ist 
(Tsai, Chang et al., 2009). Hieran wird deutlich, dass es häufig einer dieser drei Sensoren ist, 




Signalwegs  sind,  eher  an  der  Erkennung  des  HDV  durch  die  infizierte  Zelle  beteiligt  sein 
könnten als TLR‐3.  
Die HDV induzierte ISG Induktion in primären Hepatozyten spiegelt das Ergebnis der HepaRG 
Zellen  wider  (Abbildung  3.22.).  Hier  wurden  als  weitere  Kontrolle  Zellen  für  16  h  mit          
100 IE/ml IFN‐α behandelt. Die Induktion der untersuchten ISG war durch die HDV Infektion 
mindestens genauso stark ausgeprägt wie durch die Zytokinbehandlung.  
Ob  die  durch  HDV  induzierte  Immunantwort  auch  eine  antivirale  Relevanz  hat wurde  in 
Kapitel 3.11. untersucht. Das Ergebnis zeigt, dass die Sekretion von HBeAg und HBsAg zwar 












co‐infizierte  Zellen  zu  beobachten  sind.  Dies  ist  ein  Hinweis  dafür,  dass  HBV  die  HDV 
induzierte Immunantwort in diesen Zellen umgehen oder aktiv außer Kraft setzen konnte. 
Wenn man  die  Replikationsstrategie  des HDV  betrachtet wird  deutlich,  dass  das Virusoid 
hierzu  zwei  zelluläre  Enzyme benötigt, die DNA‐abhängige RNA Polymerase  II und ADAR1 
(vgl. Kapitel 1.3.4.). Bei  letzterem handelt es sich um ein  ISG, dessen Expression durch  IFN 
stimuliert  wird.  Daher  liegt  die  Vermutung  nahe,  dass  die  Induktion  des  Immunsystems 
durch  die HDV  Infektion  nicht  unbeabsichtigt  ist,  sondern  sogar  für  die  virale Replikation 
benötigt wird. Dies würde wiederum erklären, warum sie eher schwacher Natur  ist, da sich 
das  Virusoid  durch  eine  stärkere  Induktion  der  Immunantwort  selbst  schaden würde.  Es 
handelt sich bei HBV und HDV um zwei Viren mit völlig verschiedener Replikationsstrategie, 
worin  die  unterschiedliche  Erkennung  durch  das  Immunsystem  begründet  werden  kann. 
HDV ist ein RNA Virus, welches ein zelluläres Enzym zweckentfremdet, um sein Genom ohne 
DNA Intermediat vervielfältigen zu können. Während seines Replikationszyklus kommt es zur 
Bildung  von  dsRNA,  für  welche  es  zahlreiche  Detektoren  des  Immunsystems  wie  RIG‐I,   
MDA‐5 oder TLR‐3 gibt, wodurch folglich eine Immunantwort ausgelöst wird. HBV hingegen 











die Erkennung des Virus entweder über einen anderen  Sensor  (z.B.  LGP‐2, welcher  in die 
Untersuchungen  dieser  Arbeit  nicht  einbezogen wurde)  erfolgt,  oder  aber,  dass  die  Zelle 
trotz  verbesserter Detektion des HDV  keine  ausreichend  starke  Immunantwort  induzieren 
kann, um die virale Replikation zu inhibieren. Dieses Resultat wurde durch die HDV Infektion 
von HepaRG‐NTCP mit stabiler Überexpression von RIG‐I oder MDA‐5 bestätigt  (Abbildung 
3.26.). Auch  im  authentischeren  Zellkultursystem  konnte  kein Einfluss der Überexpression 
eines  RNA‐Sensors  auf  die  Infizierbarkeit  der  Zellen  mit  HDV  oder  die  HDV  Replikation 
beobachtet werden. Über welchen  Signalweg die HDV  vermittelte MxA Expression erfolgt 
kann  anhand meiner  Ergebnisse  nicht  festgestellt werden. Wenn  einer  der  untersuchten 
Sensoren  hierfür  verantwortlich  wäre  hätte  man  erwartet,  dass  die  Überexpression  zur 
Inhibition  der  HDV  Infektion  führen  würde.  In  Abbildung  4.1.  ist  dargestellt,  dass  die 
Erkennung  der  viralen  RNA  durch  RIG‐I  zunächst  IRF‐3  aktiviert, welches  im  Zellkern  die 












die  HepaRG‐NTCP  Zellen  durch  die  Überexpression  von  RIG‐I  oder  MDA‐5  schon  ohne 
Stimulierung MxA exprimierten (Daten nicht gezeigt). 
 
Abbildung  4.1.  Zusammenhang  der  RIG‐I‐  und  JAK/STAT‐Signalwege  (Gale,  Jr.  &  Foy,  2005).  Durch  die 
Detektion von dsRNA durch RIG‐I wird der Transkriptionsfaktor  IRF‐3 aktiviert, welcher die Transkription von 
IFN  induziert.  Die  IFN  werden  sezerniert  und  binden  an  ihren  Rezeptor,  woraufhin  die  Aktivierung  des 
JAK/STAT‐Signalwegs erfolgt. Dieser endet bei der Transkription von ISG, zu welchen auch MxA zählt. 
 
In  Kapitel  3.14.  wurde  untersucht,  ob  die  HDAg  für  die  Induktion  der MxA  Expression 
verantwortlich  sind. Grund  zu dieser Annahme gab die Publikation von Williams et al. aus 
dem  Jahr 2009  in welcher die Autoren zeigen, dass die transiente Expression des HDlAg  in 
HuH7 Zellen  zur  Induktion des MxA Promotors  führt  (Williams, Brichler et al., 2009). Dies 
konnte  in meiner Arbeit nicht bestätigt werden. Die Western Blot Analyse der Transfektion 
von    HuH7‐NTCP oder HepG2‐NTCP Zellen ergab, dass weder die Transfektion der Zellen mit 
einem HDsAg  oder HDlAg  codierendem  Plasmid  noch mit  dem  Plasmid  pJC126  eine MxA 






lässt darauf  schließen, dass die HDV Replikation  für die MxA  Induktion  verantwortlich  ist. 
Eventuell könnte der Initiator die dsRNA sein, welche während der HDV Replikation gebildet 




verwendeten  Plasmiden.  Dies  lässt  darauf  schließen,  dass  die  Immunantwort  der  Zellen 
durch das  Transfektionsverfahren und nicht durch die  spezifische  Expression der Proteine 
induziert wurde.  
 
4.4. Analyse  der  in  vitro  und  in  vivo  PräS1  sowie  in  vivo  IFN‐α  Aktivität  von  
HBVpräS1‐IFN‐α Fusionsproteinen 
Während  in  meiner  Diplomarbeit  der  Fokus  auf  der  Aufreinigung  und  in  vitro 
Charakterisierung  der  IFN‐α  Aktivität  der  HBVpräS1‐IFN‐α  Fusionsproteine  lag,  sollte  im 
Rahmen der  vorliegenden Arbeit die  Funktionalität des HBVpräS1‐Teils  sowie die Aktivität 
beider  Fusionspartner  in  vivo  untersucht  werden.  Daher  wurde  zunächst  ein  HDV 
Infektionsinhibitionsexperiment  durchgeführt  welches  ergab,  dass  die  Fusionen  die  HDV 
Infektion  um  bis  zu  85 %  inhibierten  (Abbildung  3.25.). Allerdings war  dies  nicht  nur  bei 
Fusionen  mit  HBVpräS1  wt  Sequenz  der  Fall,  sondern  auch  bei  der  Verwendung  von 
Fusionen, welche eine Punktmutation (L11R oder G2A)  im PräS1‐Teil enthielten. HBVpräS1‐
Peptide mit diesen Mutationen  sind  inaktiv bezüglich  ihrer HBV  / HDV  Infektionsinhibition 





der MxA  Expression  durch  IF  ermittelt. Hierbei wurde  bestätigt,  dass  durch  die HBVpräS‐
mIFN‐α Fusionen, nicht aber durch die HBVpräS‐roGFP Fusion, eine MxA Expression induziert 
wurde.  Diese  ausgeprägte  Kreuzreaktion  könnte  dadurch  bedingt  sein,  dass  bei  der  HDV 




der  infektionsinhibitorischen  Aktivität  führt.  Dies  eröffnet  die  Möglichkeit  weitere 
Fusionsproteine mit einem anderen Fusionspartner als IFN herzustellen. 
Um Einblicke  in die Aktivität der Fusionsproteine  in vivo zu erhalten, wurden Experimente 
mit Mx2‐Luc‐Reportergen Mäusen durchgeführt. Zunächst wurden 150  IE mIFN‐α  i.v.  in die 








Signal  war  bei  beiden  PräS‐mIFN‐α  Konstrukten  genauso  wie  bei  der  Verwendung  von       







beschrieben wurde  (Makowska, Duong  et  al.,  2011). Die Autoren  zeigten,  dass  eine  Zelle 
nach  der  Stimulierung  mit  IFN‐α  nicht  sofort  wieder  stimuliert  werden  kann,  sondern 
zunächst für eine gewisse Zeit regenerieren muss, bevor sie erneut IFN‐α sensitiv wird. 
Daher  erlaubt  dieses  Experiment  keine  Rückschlüsse  auf  den  HBVpräS‐vermittelten 
Hepatotropismus, weswegen ein weiteres  in vivo Experiment durchgeführt wurde. Hierbei 
wurden wt Mäuse  verwendet, welche 24 h  vor der  IFN Applikation die  Splenozyten einer 
Mx2‐Luc‐Reportergen Maus  injiziert bekamen. Somit konnte die Mx2‐Promotor Aktivierung 
in diesen Mäusen nur  in der Milz und  in  Lymphknoten beobachtet werden. Das  Ergebnis 
zeigt,  dass  auch  hier  sowohl  die  PräS/2‐48myr‐mIFN‐α  als  auch  die  PräS/1‐48G2A‐mIFN‐α 
Fusion  den Mx2‐Promotor  der  Splenozyten  aktivierten  (Abbildung  3.27.).  Dies  bedeutet, 
dass dieses Experiment keinen Hinweis darauf gibt, dass die Fusion mit der wt PräS Sequenz 
in der Leber der Mäuse angereichert wird, was eine Aktivierung des Mx2‐Promotors  in der 
Milz  verhindern  oder  zumindest  reduzieren  könnte.  Der  HBVpräS‐vermittelte 
Lebertropismus der Fusionen kann hier nicht gezeigt werden. Dies kann daran  liegen, dass 
die  Affinität  des  IFN‐α  Teils  der  Fusionen  zu  seinem  Rezeptor  deutlich  höher  ist  als  die 
Affinität des PräS  zu NTCP,  sodass der präS‐vermittelte Lebertropismus durch die Bindung 
des  IFN‐α  an  seinen  Rezeptor  überlagert wird.  Um  dies  endgültig  zu  klären  könnte man 
Experimente  in Mx2‐Luc‐Reporter Mäusen mit  Konstrukten  durchführen,  bei welchen  das 








Eine  weitere  Erklärung  für  die  nicht  eindeutig  nachweisbare  Funktionalität  der  HBVpräS 
Domäne der Fusionen könnte  sein, dass bei der Expression der Proteine  in den Sf9 Zellen 





meiner  Diplomarbeit  eine  massenspektrometrische  Analyse  durchgeführt  die  auf 
myristoylierte  Fusionsproteine hinwies  (Filzmayer, 2009),  jedoch  kann nicht nachgewiesen 
werden,  dass  dies  auch  für  alle  Proteine  gilt  und  nicht  eine  Mischpopulation  mit 
myristoylierten  und  nicht‐myristoylierten  Fusionen  entstand.  Um  eine  vollständige 
Acylierung der Fusionsproteine zu gewährleisten wurde das Expressionssystem gewechselt. 
Das prokaryotische E. coli System erlaubt per se keine Myristoylierung, da die Bakterien das 
notwendige  Enzym,  die  NMT,  nicht  exprimieren.  Jedoch  kann  durch  Co‐Transformation 
zweier  Plasmide,  wobei  ein  Plasmid  die  NMT  und  das  andere  das  gewünschte  Protein 
codiert, die Acylierung  im Anschluss an die Expression ex vivo erfolgen  (Duronio,  Jackson‐
Machelski et al., 1990). Die vollständige Myristoylierung eines Fusionsproteins mit wt PräS‐
Sequenz  konnte  anhand  einer  Western  Blot  Analyse  nachgewiesen  werden  (Abbildung 
3.31.). Dies ist möglich, da sich durch die Myristoylierung des Proteins die Ladung ändert, da 
sich  am  Fettsäurerest mehr  SDS  einlagern  kann, wodurch  das  Protein  hydrophober wird. 
Neben  der  verbesserten Myristoylierungsrate wurde  sich  durch  die  bakterielle  Expression 
außerdem eine erhöhte Ausbeute erhofft. 
Die  in E. coli exprimierten Fusionsproteine wurden nach dem gleichen Protokoll wie die  in 




als  aus  der  zuvor  verwendeten  Sf9  Spinnerkultur mit  100  bis  300 ml  Zellsuspension. Die 
Coomassie‐Färbung  zeigt  außerdem,  dass  nach  der  Affinitätschromatographie  noch  eine 
erhebliche Menge  an  verunreinigenden  Proteinen  vorhanden  ist,  welche  die Menge  an 
Fusionsprotein  überwiegen.  Dies  wird  dadurch  deutlich,  dass  das  im  Western  Blot 
detektierte Fusionsprotein mit keiner Bande der Coomassie‐Färbung korreliert, es also mit 
dieser Färbemethode nicht detektiert werden konnte. Auch die Silber‐Färbung nach der auf 
die  Affinitätschromatographie  folgenden  Gelfiltration  weist  keine  Bande  auf,  welche mit 
dem  im  WB  detektierten  Fusionsprotein  korreliert.  Hier  konnten  jedoch  zumindest  die 
meisten verunreinigenden Proteine aus einigen Hauptfraktionen mit Fusionsprotein entfernt 
werden. 
Trotz der geringen Ausbeute wurden Experimente  zur Analyse der  Funktionalität des  IFN‐
Teils der Fusionen durchgeführt. Die Titration der Konstrukte auf L929 Zellen ergab, dass die 
Aktivität der aus E. coli aufgereinigten Fusionen deutlich geringer war als die aus Sf9 Zellen 
aufgereinigten  Proteine  (Tabelle  3.1.).  Dies  ist  durch  die  geringere  Ausbeute  bedingt. 
Allerdings  wies  die  Fusion mit mIFN‐λ  gar  keine  antivirale  Aktivität  auf,  was  neben  der 
geringen Ausbeute noch andere Gründe haben muss. Die Fusionen mit huIFN wiesen eine 







der  Fusionen  eine  STAT‐1  Phosphorylierung  und MxA  Expression  zu  induzieren  adressiert 
wurde  (Abbildung  3.30.).  Hier  waren  alle  untersuchten  PräS‐huIFN  Fusionsproteine  in 
gleicher Weise aktiv wie das rek. IFN‐α oder IFN‐λ, wohingegen die als Kontrolle verwendete 






da  die  Sequenzen  aller  Konstrukte  bei  der  Firma  GATC  überprüft  wurden  und  keine 
Mutationen  aufwiesen.  Außerdem  ist  es  möglich,  dass  die  verwendete  Zelllinie  zwar 
gegenüber IFN‐α sensitiv  ist, aber nicht gegenüber IFN‐λ. Wie bereits erläutert  ist IFN‐λ vor 






was  darauf  hindeutet,  dass  es  von  der  angeborenen  Immunantwort  dieser  Zellen  nicht 
erkannt wird. Außerdem scheint das Virus einen aktiven Mechanismus entwickelt zu haben 




werden und es  ist wahrscheinlicher, dass hierzu mehrere  virale  Faktoren notwendig  sind. 
Weiterhin wurde anhand eines authentischen Zellkulturinfektionssystems gezeigt, dass die 
HBV  Replikation  zwar  durch  IFN‐α  und  IFN‐λ  reduziert  werden  kann,  für  eine  effektive 
Inhibition  ist  jedoch  eine  sehr  frühe  Verabreichung  der  Zytokine  notwendig,  eine  bereits 
etablierte Infektion kann kaum beeinträchtigt werden. 
Auch die HDV Infektion konnte durch eine frühe Behandlung der Zellen mit IFN‐α oder IFN‐λ 
inhibiert  werden,  allerdings  wurde  hier  noch  deutlicher,  dass  eine  Behandlung  nach 
begonnener viraler Replikation keine Wirkung mehr hat. Es konnte gezeigt werden, dass das 
Virus  vom  Immunsystem  der  Zellen  erkannt  wird  und  neben  MxA  auch  zelluläre  RNA 
Sensoren wie RIG‐I, MDA‐5 und TLR‐3  induziert. Die Expression der HDAg genügt nicht um 
eine MxA Expression zu induzieren, vielmehr scheint hierzu die virale Replikation notwendig 
zu  sein.  Außerdem  liefert  diese  Arbeit  Hinweise,  dass  RIG‐I  oder  MDA‐5  an  der 
intrazellulären Detektion des Virus beteiligt ist, wobei die Induktion der Immunantwort über 












Dies  kann  mehrere  Ursachen  haben,  so  könnte  zum  Beispiel  die  Myristoylierung  der 
Fusionen unvollständig sein. Der Wechsel  in ein prokaryotisches Expressionssystem konnte 
zwar  die  vollständige  Acylierung  der  Fusionen  gewährleisten,  jedoch  war  die  Ausbeute 
deutlich  verringert und enthielt nur  eine  gering Menge  an  aktiven  Fusionen.  Ein weiterer 
Lösungsansatz wäre, die in vivo Experimente mit PräS‐mIFN‐λ Fusionen in Mx2‐Luc‐Reporter 
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